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Tiivistelmä Referat Abstract  Phycobilins	are	the	main	light	harvesting	pigments	in	picocyanobacteria.	Chlorophyll-a	is	the	main	photosynthetic	pigment	in	cyanobacteria	as	in	all	phytoplankton.	In	cyanobacteria,	most	of	chl-a	is	positioned	within	the	non-fluorescing	photosystem	I	(PSI).	Cyanobacteria	phycobiliproteins	are	the	main	 photosynthetic	 pigments	 in	 photosystem	 II	 (PSII).	 Phycobilins	 fluorescence	 can	 be	 used	 to	help	assess	the	presence	and	monitoring	of	cyanobacteria.	The	fluorescence	intensity	depends	on	the	examined	cyanobacteria	group,	pigment	concentration	and	phytoplankton	growth	phase.		 In	 this	 research	 I	 studied,	 using	 flow-through	 fluorometers,	 where	 the	 phycoerythrin	 (PE)	fluorescence	is	originating	from	and	its	variation	in	the	Baltic	Sea.	PE	fluorescence	signal	measured	with	 flow-through	 fluorometers	was	also	compared	with	other	optical	measurements.	This	 study	was	 performed	 in	 summer	 2016	 as	 part	 of	 Alg@line	 and	 JERICO-Next	 projects.	 Flow-through	fluorometers	(TriOS	and	Chelsea)	were	installed	to	M/S	Finnmaid	ship,	which	trafficked	regularly	on	its	route	Helsinki–Travemünde.	The	automated	flow-through	sensors	onboard	M/S	Finnpartner	collected	 continuous	 data	 during	 25.5–31.8.2016.	 Along	 the	 route	 Travemünde-Helsinki,	 a	refrigerated	sampler	collected	water	samples	once	a	week	from	3	stations.	Water	samples	acted	as	a	reference	samples	for	PE	fluorescence	signal	analysis.	Water	samples	were	separated	by	filtration	into	 three	 size	 fractions	 (total	 <	 2	 µm,	 and	 <	 0.2	 µm)	 and	 an	 excitation-emission	 spectrum	was	measured.	 The	 number	 of	 picocyanobacteria/ml,	 their	 surface	 area/ml	 and	 biovolume/ml	 was	calculated	 using	 epifluorescence	 microscope.	 The	 number	 of	 PE-containing	 picocyanobacteria	cells/ml	 and	 size	 was	 determined	 by	 flow	 cytometer	 and	 number	 of	 larger	 PE-containing	phytoplankton	cells,	their	size	and	taxonomy	was	determined	using	FlowCam.		 Most	 of	 the	 PE-fluorescence	measured	 during	 summer	 2016	was	 originating	 from	 pico-fraction.	There	 was	 not	 a	 clear	 connection	 between	 flow-through	 PE	 fluorometers	 and	 other	 optical	measurements.	 PE	 signal	 originating	 from	 fluorometers	 did	 not	 correlate	with	 total	 fluorescence	signal	measured	with	 spectrofluorometer.	 A	 reason	 for	 this	 can	 be	 that	 the	 sample	 has	 suffered	preservation	and	transport	due	to	the	elapsed	time.	Some	of	the	optical	measurements	correlated	well	with	each	other,	and	some	did	not.	Excitation-emission	spectrum	measured	from	pico-fraction	correlated	 with	 picocyanobacteria	 surface	 area/ml	 calculated	 with	 epifluorescence	 microscope.	This	 can	 be	 explained	 by	 the	 fact	 that	 picocyanobacteria	 pigments	 are	mainly	 located	 in	 the	 cell	membrane.	 Number	 of	 cells/ml	 calculated	 with	 flow	 cytometer	 was	 much	 lower	 than	 the	number/ml	calculated	with	epifluorescence	microscope.	Sample	could	have	been	too	dense	when	multiple	cells	has	been	 interpreted	as	one	 larger	cell.	The	program	used	 for	 the	grouping	of	cells	could	 have	 also	 left	 low	 PE	 fluorescence	 value	 containing	 cells	 without	 counts.	 PE	 fluorescence	originating	 from	 over	 2	 µm	 size	 fraction	 measured	 with	 spectrofluorometer	 and	 fluorescence	originating	from	over	3	µm	fraction	pictured	with	FlowCam	was	not	observed	similar	incidence	of	various	stations	in	the	summer	of	2016.		 PE	 fluorometers	 alone	 are	 not	 sufficient	 for	 monitoring	 picocyanobacteria	 cells	 containing	phycoerythrin	in	the	Baltic	Sea	but	PE	fluorometers	can	be	used	as	support	to	other	methods.	
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1.1.1	Taustaa	pikosyanobakteereista		Ensimmäinen	 havainto	 yksisoluisesta	 syanobakteerista	 tehtiin	 Arabianmerellä	vuonna	1977	(Waterbury	ym.	1979).	Vuosina	1977–1986	havaittiin,	että	meressä	esiintyy	suuria	määriä	Synechococcus	spp.	ja	Prochlorococcus	spp.	syanobakteereja	(Waterbury	 ym.	 1979).	 Synechococcus	 spp.	 ja	 Prochlorococcus	 spp.	 koostavat	suuren	 osan	 merten	 alkutuotannosta,	 ja	 niiden	 ajatellaan	 olevan	 tärkeimpiä	pikokasviplanktonin	jäseniä	maailman	merissä	(Scanlan	&	West	2006).	Pikosyanobakteereiksi	 luokitellaan	 alle	 2	 µm:n	 kokoiset	 yksisoluiset	autotrofiset	 syanobakteerit	 (Sieburth	 ym.	 1978,	 Sigee	 2005).	 Ei	 kuitenkaan	 ole	mitään	 syytä,	 miksi	 juuri	 2	 µm	 olisi	 yläraja	 piko-kokoluokan	 syanobakteereille	(Kuparinen	&	Kuosa	1993).	Pikosyanobakteerit	 luokitellaan	usein	kokoluokkiin	<	2	 µm	 tai	 <	 3	 µm,	 mikä	 riippuu	 tutkimusryhmällä	 käytettävissä	 olleiden	suodattimien	 huokoskoosta	 (Kirchman	 2008).	 Stal	 ym.	 (2003)	 luokittelivat	pikosyanobakteerit	 kolmeen	 eri	 kokoluokkaan,	 joista	 isoimpien	 halkaisija	 oli	 2,9	µm.	
Synechococcus	 spp.	 ja	 Prochlorococcus	 spp.	 syanobakteerit	 ovat	 suuressa	roolissa	merten	alkutuotannossa,	ja	ne	muodostavat	suuren	osan	kasviplanktonin	biomassasta	 (Kirchman	 2008).	 Fysikaalisesti	 Synechococcus	 spp.	 ja	
Prochlorococcus	 spp.	 kuuluvat	 syanobakteereihin,	 koska	 niillä	 ei	 ole	 tumaa	 ja	niiden	 soluseinä	 muistuttaa	 gram-negatiivisen	 bakteerin	 soluseinää	 (Hoiczyk	 &	Hansel	 2000).	 Toiminnaltaan	 pikosyanobakteerit	 kuuluvat	 kuitenkin	kasviplanktoniin,	 koska	 ne	 ovat	 fotoautotrofeja	 eli	 käyttävät	 eukaryoottisten	kasviplanktonlevien	 tavoin	 auringon	 valoenergiaa	 hiilidioksidin	 sitomiseen	(Kirchman	 2008).	 Pikosyanobakteerit	 eivät	 pysty	 typensidontaan	 toisin	 kuin	kolonneja	 muodostavat	 rihmamaiset	 typensitojasyanobakteerit,	 joilla	 on	soluissaan	 heterokystejä	 (Stal	 ym.	 2003).	 Useimpiin	 kasviplanktonleviin	
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verrattuna	pikosyanobakteereja	on	vaikeampi	tunnistaa	perinteisillä	menetelmillä	niiden	pienen	koon	vuoksi	 (Kirchman	2008).	Synechococcus	 spp.	 käyttää	monien	muiden	 syanobakteerien	 tapaan	 fykobilisomeja	 valon	 keräämiseen,	 kun	 taas	
Prochlorococcus	 spp.	 on	 kehittynyt	 käyttämään	 valoa	 keräävää	 kompleksia	 (chl	a2/b2)	fykobilisomien	sijaan	(Ting	ym.	2002).	Meressä	havaittu	Synechococcus	spp.	on	sopeutunut	kasvamaan	vihreässä	valossa	(500–550	nm),	jota	esiintyy	yleisesti	rannikkovesissä	ja	syvemmällä	avomerellä	(Ting	ym.	2002).	Vaikka	näillä	kahdella	organismilla	 on	 hyvin	 erilaiset	 valoa	 keräävät	 pigmentit,	 ne	 ovat	 sopeutuneet	elämään	samanlaisissa	oloissa	(Ting	ym.	2002).			
1.1.2	Pikosyanobakteerien	merkitys	ekosysteemissä	
Suunnilleen	puolet	maan	alkutuotannosta	tapahtuu	merissä	(Whitman	ym.	1998).	Merten	 hiilenkierrolla	 on	 tärkeä	merkitys	 koko	maapallon	 hiilenkierrossa	 (Field	ym.	1998).	Prochlorococcus	 spp.	 ja	Synechococcus	 spp.	 ovat	keskeisiä	 yksisoluisia	syanobakteereja,	 jotka	 ovat	 osallisia	 hiilen	 maailmanlaajuisessa	 kierrossa	 (Ting	ym.	2002).	Prochlorococcus	spp.	ja	Synechococcus	spp.	syanobakteerien	on	todettu	dominoivan	meriä	105–106/ml	solumäärällä	(Mcintyre	2010)	ja	ne	vastaavat	jopa	50	%	merten	alkutuotannosta	(Li	1994).	Syanobakteerit	ovat	olleet	avaintekijöinä	nykyisen	 ilmakehän	 kaasukoostumuksen	 synnyttämisessä,	 ja	 tänä	 päivänä	 ne	tuottavat	 noin	 25	 %	 ilmakehän	 hapesta	 samalla	 kun	 ne	 sitovat	 hiilidioksidia	(Mcintyre	 2010).	 Pohjoisen	 Tyynenmeren	 ylimmässä	 100	 metrissä	 noin	 40	 %	prokaryoottien	 hiilibiomassasta	 on	 sitoutunut	 Prochlorococcus-lajiin	 (Campbell	ym.	1994).	Mikrobiologiset	planktonlevät	vastaavat	pääosasta	makeiden	vesien	ja	merien	 ekosysteemeissä	 perustuotantoa,	 ja	 ne	 ovat	 avaintekijöitä	 hiilen	 ja	ravinteiden	biokemiallisessa	kierrossa	(Falkowski	ym.	2008).	Itämerellä	piilevät	 ja	panssarisiimalevät	dominoivat	kasviplanktonyhteisöä	 ja	tuotantoa	 keväisin	 ja	 eukaryoottinen	 pikoplankton	 dominoi	 tuotantoa	 touko–syyskuussa	(Johansson	ym.	2004).	Rihmamaisten	ja	myrkyllisten	syanobakteerien	on	 todettu	 kukoistavan	 kesän	 lopulla	 sekä	 avoimella	 Itämerellä	 että	 sen	rannikkoalueilla	 (Sivonen	 ym.	 1989).	 Pikosyanobakteerien	 biomassa	 ja	 tuotanto	korreloivat	 positiivisesti	 lämpötilan	 kanssa	 (Johansson	 ym.	 2004).	Pikosyanobakteerit	osallistuvat	ravinteiden	kiertoon	(Stal	ym.	1999),	 ja	ravinteet	
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ja	 energia	 pääsevät	 kulkeutumaan	 ylemmille	 trofiatasoille	 laidunnuksen	 myötä	(Hu	ym.	2016).		
1.2	Itämeri	tutkimusalueena	ja	pikosyanobakteerit	Itämeressä		Itämeri	 on	maailman	nuorin	meri,	 koska	 jääkauden	 aikaiset	 jäämassat	 väistyivät	sen	päältä	vasta	10	000–15	000	vuotta	sitten.	Itämeren	kokonaispinta-ala	on	404	354	km2,	ja	sen	keskisyvyys	on	53	metriä.	 Itämeri	on	yksi	maailman	suurimmista	murtovesialtaista.	 Sinne	 tulee	 suolaisempaa	 vettä	 pohjois-itäiseltä	 Atlantilta	 ja	makeaa	 vettä	 sadannasta	 sekä	 joista	 ja	 puroista	 valuma-alueelta,	 joka	 on	 neljä	kertaa	 isompi	 kuin	 Itämeri	 itsessään.	 Itämeren	 vesi	 on	 liian	 suolaista	 makean	veden	 lajeille,	 mutta	 liian	 vähäsuolaista	 valtamerten	 lajeille.	 Itämerellä	 onkin	ainutlaatuinen	kasvillisuus-	 ja	eläinkantansa.	(Meier	&	Kauker	2003,	WWF	2016)	Makean	veden	 lajit	 elävät	pääasiassa	 rannikoilla	 ja	pohjukoissa,	 valtamerten	 lajit	yleistyvät	 suolapulssien	 saapuessa.	 (Meier	 &	 Kauker	 2003)	 Silakka	 on	 ainoa	kalalaji,	joka	on	sopeutunut	elämään	koko	Itämeren	alueella.		Itämeri	 on	 jaettu	 kymmeneen	 alueeseen,	 joista	 pohjoisimpana	 sijaitsee	Perämeri	 ja	 lähimpänä	 Pohjanmerta	 Kattegat	 (Hällfors	 2004).	 Itämerellä	 on	havaittu	 yli	 tuhat	 levälajia,	 jotka	 jakaantuvat	 veden	 suolapitoisuuden	 mukaan	alueelle	 Perämeri-Kattegat	 (Hällfors	 2004).	 Pikosyanobakteereja	 on	 havaittu	suurimmissa	määrin	keskeiseltä	Itämereltä	(Albertano	ym.	1997).	Isoja	 suolapulsseja	 saapuu	 Itämereen	 harvakseltaan,	 vain	 noin	 20	 vuoden	välein.	 Suolainen	 vesi	 saapuu	 Tanskan	 salmien	 kautta	 pohjaa	 pitkin	 työntäen	pohjan	vähähappista	vettä	eteenpäin	(Stal	ym.	2003).	Suolapulssien	takia	Itämeri	säilyy	 murtovesialtaana.	 Pohjan	 suolapitoinen	 vesi	 on	 raskasta	 eikä	 näin	 ollen	sekoitu	 helposti	 päällysveden	 kanssa,	 jolloin	 pohjaan	 muodostuu	 hapettomia	alueita.	(Granéli	ym.	1990,	Kuparinen	&	Kuosa	1993)	Itämeressä	on	runsaasti	humusaineita,	joiden	määrä	vedessä	vaikuttaa	paljolti	siihen,	 mikä	 aallonpituus	 pääsee	 tunkeutumaan	 syvimmälle	 vesipatsaaseen.	Humusaineita	 päätyy	 Itämereen	 jokien	 mukana	 useista	 pienistä	 lähteistä,	 kuten	maaperästä,	maa-	 ja	metsätaloudesta	 sekä	 asutuksesta.	Maaperästä	 liukenevat	 ja	jokivesien	 mukana	 Itämereen	 kulkeutuvat	 humusaineet	 ovat	 pääosin	 peräisin	
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metsistä	 ja	 suoalueilta.	 Itämereen	 pääsee	myös	 vuotamaan	 ravinteita,	 fosforia	 ja	typpeä	metsänhakkuualueilta,	pelloilta	 ja	asutuskeskuksista.	 (Kuparinen	&	Kuosa	1993)	 1950-luvulla	 Itämeri	 alkoi	 kärsiä	 rehevöitymisestä,	 mikä	 johti	 aiempaa	runsaampiin	 syanobakteerikukintoihin	 (Elmgren	 2001).	 Myöhemmin	 myrkkyä	tuottavaa	 rihmamaista	N.	spumigena	-syanobakteeria	 on	 tavattu	 sekä	 avomerellä	että	 rannikkoalueilla	myös	 silloin,	 kun	 kukintoja	 ei	 normaalisti	 esiinny	 (Sivonen	ym.	 1989).	 Rehevöitymisen	 vaikutusten	 tutkimiseksi	 alettiin	 kehitellä	 laitteita,	joilla	leväkukinnot	voitaisiin	havaita	nopeasti.	Itämeren	 pikosyanobakteerit	 kuuluvat	 pääasiassa	 kahteen	 luokkaan:	 ellipsin	muotoiseen	 ja	 pyöreään	 tyyppiin.	 Solujen	 koot	 vaihtelevat	 1–3	 µm:n	 välillä.	(Kuparinen	 &	 Kuosa	 1993)	 Kaikki	 pikosyanobakteerit	 omaavat	 fykosyaniini-pigmenttiä	soluissaan.	Itämereltä	on	eristetty	pikosyanobakteereja,	jotka	sisältävät	myös	 fykoerytriiniä	 (Haverkamp	 ym.	 2009).	 Suurin	 osa	 Itämeren	pikosyanobakteereista	on	kooltaan	alle	1	µm	(Albertano	ym.	1997,	Stal	ym.	2003).	Erilaiset	 ympäristötekijät,	 kuten	 lämpötila,	 valo	 ja	 ravinteiden	 saanti	 vaikuttavat	pikosyanobakteerien	 kasvuun	 ja	 lisääntymiseen	 (Stal	 ym.	 2003).	Pikosyanobakteerien	lisääntymisnopeus	on	Itämerellä	suhteellisen	korkea.	Kesällä	1985	 tutkittu	 keskimääräinen	 lisääntymisaika	 oli	 Tvärminnessä	 kaksi	 päivää	(Kuparinen	&	Kuosa	1993).		Pikosyanobakteerien	 esiintyminen	 Itämerellä	 vaihtelee	 vuodenaikojen	mukana	 (Kuparinen	 &	 Kuosa	 1993).	 Talvella	 havaitaan	 matalia	 lukemia	 kuten	103/ml	 (Kuosa	 1991),	 kun	 taas	 keväällä	Kahru	 ym.	 (1991)	 havaitsivat	 1–4	 µm:n	kokoisia	pikosyanobakteereja	enenevissä	määrin.	Pohjoisella	Itämerellä	lämpötila	on	 tärkeämmässä	 roolissa	 syanobakteerien	 kasvun	 säätelijänä	 kuin	eukaryoottisilla	 pikoplanktoneilla	 (Taulukko	1)	 (Kuosa	 1991).	 Pikoeukaryootteja	esiintyi	 Tvärminnessä	 läpi	 koko	 vuoden,	 kun	 taas	 pikosyanobakteereja	 esiintyi	lähinnä	 vain	 kesällä.	 Kesällä	 pikosyanobakteereja	 esiintyi	 keskimäärin	 0,5	 x	106/ml	ja	enimmillään	1	x	106/ml	(Taulukko	1)	(Kuosa	1991).							
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Taulukko	1.	Pikosyanobakteerien	esiintyminen	maalis-joulukuussa	Itämerellä	0–5	m:n	syvyydellä	(Kuosa	1991).	Kuukausi	 Pikosyanobakteeri	(106/ml)	 Eukaryoottinen	pikoplankton	(103/ml)	Maalis	 0	x	106/ml	 4	x	103/ml	Huhti	 0	x	106/ml	 7	x	103/ml	Touko	 0,03	x	106/ml	 6	x	103/ml	Kesä	 0,6	x	106/ml	 14	x	103/ml	Heinä	 1,0	x	106/ml	 12	x	103/ml	Elo	 0,4	x	106/ml	 12	x	103/ml	Syys	 0,15	x	106/ml	 16	x	103/ml	Loka	 0,05	x	106/ml	 14	x	103/ml	Marras	 0,05	x	106/ml	 22	x	103/ml	Joulu	 0	x	106/ml	 2	x	103/ml			
1.2.1	Vuodenajan,	lämpötilan	ja	valon	vaikutus	pikosyanobakteerien	lisääntymiseen		Andersson	 ym.	 (1994)	 tutkivat	 pohjoisella	 Itämerellä	 sijaitsevalla	rannikkoasemalla	 pikosyanobakteerien	 lisääntymistä	 eri	 vuodenaikoina.	Tutkittava	 pikoplanktonryhmä	 koostui	 lähinnä	 yksisoluisista	 (<	 2	 µm:n)	syanobakteereista,	 joilla	 oli	 talvella	 ja	 keväällä	 alhainen	 biomassa	 ja	 tuotanto.	Syanobakteerien	 määrä	 kasvoi	 kesäkuussa,	 ja	 niiden	 tuotanto	 oli	 suurinta	 juuri	ennen	flagellaattien	määrän	kasvua	heinä-elokuussa.	Kevään	aikaan	pikoplankton-ryhmä	kasvoi	hyvin	hitaasti:	niiden	jakautumisaika	oli	lähes	kuukausi,	kun	kesällä	jakautumisaika	oli	muutamia	päiviä.	Talvella	syanobakteerien	kasvu	pysähtyi	lähes	täysin.	(Andersson	ym.	1994)	Vesien	 lämpötilan	 on	 todettu	 olevan	 suurin	 yksittäinen	 pikosyanobakteerien	kasvuun	vaikuttava	tekijä	Itämerellä.	(Kuosa	1991)	Andersson	ym.	(1994)	tutkivat	lämpötilan	vaikutusta	pikoplanktonin	 tuotantoon,	minkä	he	havaitsivat	kasvavan	seitsenkertaiseksi	 lämpötilan	 noustessa	 10	 astetta	 (0–10°C).	 Mikro-	 ja	nanoplanktonilla	 ei	 havaittu	 yhtä	 voimakasta	 tuotannon	 kasvua	 lämpötilan	noustessa.	 Korkeammissa	 lämpötiloissa	 ei	 havaittu	 yhtä	 radikaalia	 tuotannon	nousua.	 (Andersson	 ym.	 1994)	 Itämerellä	 kylmä	 vesi	 saattaa	 olla	 tärkeässä	roolissa	 pikosyanobakteerien	 kasvun	 säätelijänä	 (Kuparinen	 &	 Kuosa	 1993).	
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Eukaryoottisen	 pikoplanktonin	 on	 havaittu	 dominoivan	 Itämerta	 sen	 kylmissä	vesissä	(Taulukko	1)	(Jochem	1988,	Kuosa	1991).	Valon	määrä	 ja	 intensiteetti	vaikuttaa	syanobakteerien	kasvuun.	On	havaittu,	että	 merellinen	 Synechococcus	 spp.	 viihtyy	 parhaiten	 lähellä	 vesikerrosta	(kompensaatiotasoa),	 jossa	 on	 jäljellä	 enää	 1	 %	 vedenpintaan	 tulevasta	 valosta	(Ikeya	 ym.	 1994).	 Kun	 pikosyanobakteerit	 joutuvat	 veden	 sekoittuessa	 lähelle	pintakerrosta,	 ne	 altistuvat	 suuremmalle	 valomäärälle	 –	 tällöin	 solut	vahingoittuvat	 tai	 voivat	 jopa	 kuolla	 (Falkowski	 1984).	 Postius	 ym.	 (1998)	havaitsivat,	että	silloin	kun	kaksi	Synechococcus-kantaa	altistettiin	valon	normaalia	suuremmalle	 intensiteetille,	 β-karoteenin	 määrä	 soluissa	 laski	 ja	 zeaxantiinin	määrä	pysyi	samana	tai	laski.	Vesipatsaaseen	tunkeutuvan	valon	aallonpituuteen	–	ja	sitä	myötä	lajistoon	–	vaikuttaa	veteen	liuenneiden	orgaanisten	aineiden	määrä	(Haverkamp	ym.	2007).	Oligotrofisissa	merissä	sininen	valo	pääsee	tunkeutumaan	syvimmälle	vesipatsaaseen,	kun	taas	Itämeressä,	jossa	on	enemmän	humusaineita,	syvimmälle	pääsee	vihreä	valo.	Fykoerytriinirikkailla	kannoilla	absorptiomaksimi	on	 560	 nm:n	 kohdalla,	 ja	 ne	 absorboivat	 vihreää	 valoa	 tehokkaasti.	Fykosyaniinirikkailla	 kannoilla	 absorptiomaksimi	 on	 puolestaan	 620	 nm:n	kohdalla,	ja	ne	absorboivat	tehokkaasti	punaista	valoa.	(Haverkamp	ym.	2007)		
1.2.2	Ravinteiden	vaikutus	pikosyanobakteerien	kasvuun		Ravinteiden	 määrällä	 ei	 ole	 todettu	 olevan	 yhtä	 suurta	 merkitystä	pikosyanobakteerien	 kasvuun	 kuin	 lämpötilalla	 (Kuosa	 1991),	 mikä	 voi	 johtua	pikosyanobakteerien	 pienestä	 koosta.	 Pikosyanobakteerien	 suuri	 pinta-ala	suhteessa	 tilavuuteen	 nähden	 tekee	 niistä	 hyvin	 kilpailukykyisiä	 organismeja	ravinneniukoissa	vesissä	(Andersson	ym.	1994),	 ja	ne	pystyvätkin	hyödyntämään	isompia	 leviä	tehokkaammin	vesissä	olevia	pieniä	ravinnemääriä	(Andersson	ym.	1994).	Fosfori	 on	 luonnossa	 yleensä	muodossa,	 jossa	 sitä	 ei	 pystytä	 hyödyntämään,	jolloin	 siitä	 muodostuu	 rajoittava	 tekijä	 suurimmalle	 osalle	 organismeista	(Calvanella	 ym.	 2003).	 Haverkamp	 ym.	 (2007)	 ja	 Stal	 ym.	 (2003)	 havaitsivat	kuitenkin,	 että	 typpi	 rajoittaa	 Itämeren	 pikosyanobakteerien	 kasvua	 enemmän	kuin	 fosfori.	 Pikosyanobakteerit	 eivät	kykene	 typen	 sidontaan,	 koska	niillä	 ei	 ole	
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heterokystejä	 (Stal	 ym.	 2003).	 Typpeä	 kulkeutuu	 Itämereen	 jokivesien	 mukana,	ilmalaskeumana	 sekä	 pistekuormituslähteistä.	 Suurin	 osa	 Itämereen	 päätyvästä	typestä	 on	 peräisin	 maataloudesta	 ja	 yhdyskunnista	 (Ympäristöhallinnon	nettisivut	2016).	Pikosyanobakteerit	käyttävät	ensisijaisena	typenlähteenä	liuennutta	nitraattia	(NO3)	 tai	 ammoniakkia	 (NH4)	 (Berg	 ym.	 2003).	 Kun	 kaikki	 epäorgaaninen	 typpi	vesipatsaasta	 on	käytetty,	 pikosyanobakteerit	 voivat	 saada	 typpeä	 vielä	 kolmella	tavalla:	 1)	 kasviplanktonin	 laidunnuksen	 yhteydessä	 vapautuvaa	 typpeä,	 2)	rihmamaisten	 syanobakteerien	 solujen	 vuotaessa	 typpeä	 ympäristöön	 sekä	 3)	typpeä	 sisältävien	 solujen	 hajoamisesta	 (Ohlendieck	 ym.	 2000).	 Rihmamaiset	typpeä	 sitovat	 syanobakteerit	 muodostavat	 Itämerellä	 jokakesäisiä	syanobakteerikukintoja,	 jolloin	 typpeä	 saadaan	 avomeren	 ravintoverkkoon	typensitojabakteerien	solujen	hajotessa	ja	vuotaessa	typpeä	ympäristöön	(Stal	ym.	2003).	Ohlendieck	ym.	 (2000)	 tutkivat	 Itämerellä	pikosyanobakteerien	esiintymisen	yhteyttä	 rihmamaisiin	 typpeä	 sitoviin	 syanobakteereihin.	 He	 havaitsivat,	 että	rihmamaisten	 syanobakteerien	 sitoessa	 typpeä	 sitä	 vuotaa	 ympäristöön,	 jolloin	pikosyanobakteerit	 pääsevät	 hyödyntämään	 sitä.	 Tutkitut	 typpeä	 sitovat	syanobakteerit	 olivat	 Aphanizomenon	 ja	 Nodularia,	 kun	 taas	 tutkittu	pikosyanobakteeri	oli	Synechococcus	spp.	Ohlendieck	ym.	 (2000)	havaitsivat,	että	vuoden	 1995	 heinäkuussa	 5–10	 %	 rihmamaisten	 syanobakteerien	 sitomasta	typestä	 löytyi	 pikoplankton-biomassasta,	 kun	 taas	 elokuussa	 syanobakteerien	sitomaa	 typpeä	 ei	 havaittu	 pikoplankton-biomassasta.	 Myöhemmin	 Ploug	 ym.	(2010)	ovat	havainneet	Aphanizomenon	sp.	vapauttavan	Itämeressä	ympäröivään	veteen	 jopa	 35	 %	 juuri	 sitomastaan	 typestä	 (N2)	 ammonium-ionin	 muodossa	(NH4+).							
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1.3	Pikosyanobakteerien	pigmentit		Levien	 pigmentit	 kuuluvat	 kolmeen	 eri	 ryhmään:	 klorofyllit,	 karotenoidit	 ja	fykobiliinit	 (Van	 den	 Hoek	 ym.	 1995).	 Levien	 pigmentit	 sijoittuvat	 solussa	pääasiassa	fotosynteettiseen	kalvoon	(Rowan	1989).		Klorofylli	 koostuu	 rengasrakenteesta,	 jonka	 keskusatomi	 on	 magnesium.	Klorofylliä	 on	 neljää	 eri	 tyyppiä,	 jotka	 ovat	 klorofylli-a,	 -b,	 -c	 (c1,	 c2,	 	 c3)	 ja	 -d.	Klorofylli-a:ta	 esiintyy	 ensisijaisena	 fotosynteettisenä	 pigmenttinä	 kaikilla	fotosynteesiin	 kykenevillä	 levillä	 (Rowan	 1989),	 ja	 sen	 pitoisuus	 vaihtelee	 solun	kuivapainoon	nähden	välillä	0,3–3	%	 (Sigee	2005).	Toisten	klorofyllipigmenttien	pitoisuudet	ja	esiintyminen	vaihtelevat	levälajeittain	(Sigee	2005).	Karotenoidit	 ovat	 pitkäketjuisia	 molekyylejä,	 jotka	 voidaan	 jakaa	karoteeneihin	ja	ksantofylleihin.	Karoteenit	ovat	hapettomia	hiiliketjuja,	sen	sijaan	ksantofyllien	 hiiliketjussa	 esiintyy	 ainakin	 yksi	 happiatomi.	 Karotenoideja	tiedetään	 olevan	 satoja	 erilaisia.	 Zeaxanthin	 on	 Itämereltä	 eristettyjen	pikosyanobakteerien	 pääkarotenoidi.	 (Young	 &	 Britton	 1993)	 Karotenoidit	auttavat	 absorboimaan	 valoenergiaa	 fotosynteesiin,	 ja	 ne	 toimivat	 myös	 valolta	suojaavina	molekyyleinä	(Rowan	1989,	Pugnaire	&	Valladares	2007).	Fykobiliinit	ovat	vesiliukoisia	sinisiä	tai	punaisia	pigmenttejä,	jotka	sijaitsevat	fotosynteettisen	 kalvon	 sisä-	 tai	 ulkopuolella.	 Pigmenttimolekyyli	 on	 liittyneenä	proteiiniin,	 jolloin	 se	 muodostaa	 fykobiliiniproteiinin.	 Sininen	 pigmentti	muodostaa	 proteiinin	 kanssa	 fykosyanobiliinin	 ja	 punainen	 pigmentti	fykoerytrobiliinin.	 (Sigee	 2005)	 Fykobiliiniproteiinit	 voidaan	 jakaa	 neljään	ryhmään:	 fykoerytriini	 (PE),	 fykosyaniini	 (PC),	 allofykosyaniini	 (APC)	 ja	fykoerytrosyaniini	(PEC)	(Glazer	&	Fang	1973).	Kaikilla	syanobakteereilla	esiintyy	APC	 ja	 PC	 -pigmenttiä	 (Rowan	 1989).	 Monet	 syanobakteerit	 sisältävät	 PE-pigmenttiä,	 jonka	 absorptiomaksimi	 vaihtelee	 PE-rakenteen	 mukaan.	 Valon	absorptiomaksimi	 on	 fykourobiliinirikkailla	 syanobakteereilla	 495–500	 nm	 ja	fykoerytrobiliinirikkailla	 syanobakteereilla	 540–575	 nm.	 (Glazer	 &	 Fang	 1973)	(Taulukko	 2).	 Pikosyanobakteerit	 omaavat	 vain	 viher-sinistä	 (fykosyaniini)	 ja	viher-keltaista	 (allofykosyaniini)	 pigmenttiä	 tai	 näiden	 lisäksi	 vielä	 punaista	(fykoerytriini)	 pigmenttiä	 (Stal	 ym.	 2003).	 Fykobiliinit	 ovat	 syanobakteerien	suurimpia	valoa	kerääviä	pigmenttejä	(Kirchman	2008),	ja	ne	muodostavat	50–60	
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%	solun	liukoisesta	proteiinista	(Grossman	1993).		Pigmentit	eivät	ole	kasviplanktonsoluissa	vapaana,	ne	on	sidottu	proteiineihin,	jotka	sijaitsevat	yhteyttämiskalvostossa.	Eukaryooteissa	nämä	kalvostot	sijaitsevat	viherhiukkasissa,	 syanobakteereissa	 ne	 ovat	 levittäytyneenä	 solulimaan.	 Solun	fotosysteemi	 on	 jakaantunut	 toiminnallisesti	 ja	 rakenteellisesti	 kahteen	 osaan,	jotka	ovat	 fotosysteemi	 I	 (PS	 I)	 ja	 fotosysteemi	 II	 (PS	 II).	Näissä	systeemeissä	on	erilaiset	 pigmenttiproteiinit.	 (Seppälä	 2009)	 Syanobakteereilla	 fykobiliinin	proteiinit	sijaitsevat	fykobilisomeissa,	ja	ne	keräävät	valoa	sekä	fotosysteemi	II:lle	että	 fotosysteemi	 I:lle	 (Sidler	 1994).	 Reaktiokeskus	 PS	 I	 sisältää	 klorofylli-a:ta	 ja	β,β-karoteenia.	 Reaktiokeskus	 PS	 II	 sisältää	 klorofylli-a:ta	 ja	 feofytiini-a:ta.	Fotosynteesiin	 vaadittava	 valoenergia	 kerätään	 antennipigmenttien	 avulla	 ja	siirretään	 edelleen	 klorofylli-a:lle	 klorofylliproteiineihin.	 Lopulta	 energia	siirretään	 reaktiokeskukseen,	 missä	 peräkkäiset	 valokemialliset	 reaktiot	tapahtuvat.	(Falkowski	&	Raven	2007)	Toisin	kuin	eukaryoottisilla	 levillä,	syanobakteerien	PS	II	sisältää	vain	pienen	osan	 solun	 klorofyllin	 kokonaismäärästä,	 koska	 suurin	 osa	 klorofylli-a:sta	 on	sijoittunut	ei	 fluoresoivaan	 fotosysteemi	 I:seen	(Campbell	ym.	1998).	Fykobiliinit	ovat	 PS	 II:n	 merkittävä	 valoa	 keräävä	 pigmenttiryhmä	 (Seppälä	 2009).	Fykobiliinipigmenttien	 määrä	 ja	 laatu	 vaihtelevat	 syanobakteeriryhmien	 välillä.	Fykobiliinin	 fluoresenssia	 voidaan	 käyttää	 apuna	 syanobakteerien	 esiintymisen	arvioimisessa	 ja	 niiden	monitoroinnissa.	 (Seppälä	 2009)	On	 todettu	 (Kaitala	 ym.	1994),	 että	 fluoresenssin	 voimakkuus	 riippuu	 sekä	 pigmentin	 konsentraatiosta	että	kasviplanktonyhteisön	kasvuvaiheesta.	Humusaineiden	 määrä	 vedessä	 vaikuttaa	 paljolti	 siihen,	 mikä	 valon	aallonpituuksista	pääsee	tunkeutumaan	syvimmälle	vesipatsaaseen.	Oligotrofisissa	merivesissä	 (valtameret)	 sininen	 valo	 tunkeutuu	 syvimmälle	 vesipatsaaseen,	missä	 fykourobiliinirikkaat	 PE-syanobakteerit	 keräävät	 valoa	 tehokkaimmin	(Taulukko	 2).	 Rannikkovesissä	 ja	 Itämeressä	 sen	 sijaan	 vihreä	 valo	 tunkeutuu	syvimmälle,	 jolloin	 fykoerytrobiliini-pigmenttiä	 sisältävät	 PE-syanobakteerit	keräävät	 valoa	 tehokkaimmin	 (Taulukko	 2).	 (Haverkamp	 ym.	 2007)	 PC	 rikkaat	syanobakteerit	ovat	vallitsevia	sameissa	vesissä,	 joissa	 liuennut	orgaaninen	aines	(CDOM)	 absorboi	 tehokkaasti	 sekä	 valon	 sinistä	 että	 vihreää	 aallonpituutta	(Haverkamp	ym.	2009,	Seppälä	2009).	
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Taulukko	2.	Näkyvän	valon	aallonpituudet	(Muokattu,	Seppälä	2009).	Väri	 Aallonpituus	(nm)	 Absorptiomaksimi	 Emissiomaksimi	Violetti	 ~380–450	 	 	Sininen	 ~450–490	 	 	Vihreä	 ~490–565	 PE	(490–575	nm)	 	Keltainen	 ~565–590	 	 PE	(570–580	nm)	Oranssi	 ~590–630	 PC	(615–640	nm)	 	Punainen	 ~630–760	 PC,	APC	(620–655	nm)	 PC	(635–645	nm),		APC	(620–655	nm)			
1.4	Fykobiliiniä	sisältävien	levien	tunnistus	niiden	pigmenttien	avulla		Itämereltä	on	havaittu	pikosyanobakteerien	lisäksi	monia	leviä,	joiden	soluissa	on	PE-pigmenttiä.	 Näitä	 leviä	 ovat	 esimerkiksi	 panssarisiimalevä	 (Dinophysis	 spp.),	ripsieläin	 (Mesodinium	 rubrum)	 ja	 nielulevät	 (Cryptophyceae)	 (Carpenter	 ym.	1995,	Jeffrey	ym.	1997).			
1.4.1	PE-kenttäfluorometrit		Fluorometrit	 ovat	 levien	 yhteyttämispigmenttien	 fluoresenssia	 mittaavia	kenttäkäyttöisiä	 laitteita,	 jotka	 soveltuvat	 jatkuvatoimisiin	 in	 situ	 -mittauksiin.	Yleisimmillä	 antureilla	 käytetään	 vain	 yhtä	 aallonpituusaluetta	 pigmenttien	virittämiseen	 ja	 fluoresoidun	 valon	 havaitsemiseen,	 jolloin	 laitteella	 voidaan	arvioida	 kerrallaan	 vain	 yhden	 pigmentin	 (a-klorofylli,	 fykosyaniini	 tai	fykoerytriini)	 fluoresenssia.	Mittalaitteen	viritysaallonpituus	valitaan	vastaamaan	mitattavan	 aineen	 absorption	 aallonpituusmaksimia,	 ja	 mittausaallonpituus	valitaan	 vastaamaan	 aineen	 lähettämän	 fluoresenssin	 emission	aallonpituusmaksimia.	(Huotari	&	Ketola	2014)	Aallonpituuksien	valitseminen	on	joskus	 vaikeaa,	 jos	 vedessä	 on	 useita	 fluoresoivia	 aineita	 päällekkäisillä	aallonpituuksilla	(Seppälä	ym.	2007).	Fluoresenssia	emittoituu	vedessä	kaikkiin	suuntiin,	mutta	sen	mittaus	tehdään	vain	 yhdestä	 suunnasta,	 yleensä	 90	 asteen	 kulmasta	 suhteessa	 viritysvaloon.	Tällöin	 suurin	 osa	 fluoresenssista	 jää	 havaitsematta.	 Mitatun	 fluoresenssin	määrään	vaikuttavat	laitteen	optiset	ominaisuudet	(peilit/suodattimet/detektorit),	viritysvalon	 määrä,	 näytteessä	 olevan	 fluoresoivan	 aineen	 määrä,	 näytteessä	
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olevat	 muut	 aineet,	 emittoituneen	 valon	 absorboituminen	 uudelleen	 näytteessä	sekä	 fluoresenssin	 kvanttisaanto.	 Fluoresenssia	 ei	 voi	 ilmoittaa	 fysikaalisen	mittayksikön	 avulla,	 se	 ilmoitetaan	 suhteellisena	 yksikkönä,	 kuten	 voltteina	 tai	bitteinä.	(Seppälä	2009,	Huotari	&	Ketola	2014)	Eri	kenttäfluorometreilla	mitatut	fluoresenssiarvot	eivät	ole	vertailukelpoisia,	koska	 fluoresenssin	 määrään	 vaikuttavat	 yhtä	 lailla	 laitteen	 kuin	 näytteenkin	optiset	 ominaisuudet.	 Vaikka	muuntokertoimet	 voidaan	määrittää	 sekä	 laitteelle	että	yksittäiselle	näytteelle,	laitteet	näyttäisivät	kuitenkin	eri	lukemia	näytetyypin	vaihtuessa.	(Huotari	&	Ketola	2014)		









	FlowCam	 on	 automatisoitu	 näytteenottolaite,	 jossa	 yhdistyvät	 virtaussytometri,	mikroskopointi	 ja	kuvankäsittelyanalyysi.	FlowCam	 laskee	 ja	kuvaa	partikkeleita,	jotka	 liikkuvat	 virtauksen	 mukana.	 (Sieracki	 ym.	 1998)	 FlowCam	 ei	 tarvitse	vaippanestettä	 toimiakseen.	 Virtaus	 syntyy	 pumpun	 pumpatessa	 nestettä	eteenpäin.	 Kamera	 kuvaa	 partikkeleita	 samalla,	 kun	 ne	 kulkevat	 ohuen	 lasisen	kyvetin	 läpi.	 FlowCamissa	 on	 erilaisia	 asetuksia	 kuvan	 ottamiseen,	 kuten	autoimage	 ja	 trigger	 -asetus.	Erona	on,	että	autoimage-asetuksessa	partikkeleista	otetaan	 kuvia	 tasaerin	 (esimerkiksi	 10	 kertaa	 sekunnissa),	 kun	 taas	 trigger-asetuksessa	 kuvia	 otetaan	 vain,	 kun	 trigger-asetuksia	 vastaava	 partikkeli	 kulkee	kammion	ohi.	Trigger-asetuksena	voi	olla	esimerkiksi	sirontaan	tai	 fluoresenssiin	perustuva	rajoitus.	Jokaisesta	partikkelista	tallennetaan	kuva,	josta	voidaan	laskea	solun	 koon	 ja	 muodon	 perusteella	 sen	 pinta-ala,	 biovolyymi	 sekä	 muita	ominaisuuksia.	 Myöhemmin	 kuvia	 voidaan	 lajitella	 niiden	 ominaisuuksien	perusteella.	 (Alvarez	 ym.	 2011)	 Parhaimmillaan	 FlowCamia	 voidaan	 käyttää	erottelemaan	näytteen	sisältämiä	lajeja	ja	laskemaan	niiden	lukumääriä.		
1.5	Leväkukintojen	monitorointi	Itämerellä		1950-luvulla	 Itämeri	 alkoi	 kärsiä	 rehevöitymisestä,	 mikä	 johti	 runsaampiin	syanobakteerikukintoihin	(Elmgren	2001).	Kiinteiltä	näytteenottoasemilta	ei	saatu	riittävän	hyvää	tietoa	syanobakteerikukinnoista,	 joten	vuonna	1985	R/V	Arnold	-laivassa	 testattiin	 läpivirtauslaitetta,	 joka	mittasi	 kasviplanktonin	 kevätkukintoja	klorofyllin	 fluoresenssiin	 perustuvalla	 menetelmällä	 (Kahru	 &	 Nõmmann	 1990).	Sivonen	 ym.	 (1989)	 havaitsivat	 Itämereltä	 maksalle	 myrkyllisiä	 yhdisteitä	tuottavan	Nodularia	 spumigena	 -kannan,	 jonka	 on	 todettu	 aiheuttaneen	monelle	eläimelle	myrkytystiloja	(Sivonen	ym.	1989).	Myrkylliset	jokavuotiset	rihmamaiset	syanobakteeri	 -kukinnat	 loivat	 tarpeen	 nopeasti	 leväkukintoja	 havaitsevalle	järjestelmälle.	 Kauppalaivat	 täsmällisine	 reitteineen	 muodostivat	 monitorointi-järjestelmälle	 potentiaalisen	 sijoitusalustan.	 Suomen	merentutkimuslaitos	 asensi	ensimmäisen	 läpivirtausjärjestelmän	 vuonna	 1990	 Helsinki–Tallinna	 -reitillä	kulkeneeseen	Georg	Ots	-matkustajalaivaan.	(Rantajärvi	&	Leppänen	1994)		
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Myöhemmin	 vuonna	 1992	 läpivirtauslaitteisto	 asennettiin	 Finnjet-laivaan,	joka	 kulki	 reitillä	 Helsinki–Travemünde.	 Tästä	 seuraavana	 vuonna	 käynnistyi	Alg@line-projekti,	 joka	 alkoi	 kerätä	 systemaattisesti	 tietoa	 läpivirtauslaitteilla	kasviplankton-kukinnoista.	 Vuonna	 1995	 Suomen	 merentutkimuslaitos	 alkoi	julkaista	internetissä	viikoittain	tietoa	leväkukinnoista	ja	niiden	myrkyllisyydestä.	(Kaitala	ym.	2014)	Tähän	 mennessä	 kasviplanktonin	 monitorointi	 on	 tapahtunut	 pääasiassa	mikroskoopilla,	 mikä	 on	 ollut	 aikaa	 vievää	 ja	 tehotonta	 (Hu	 ym.	 2016).	Pikoplanktonia	 ja	 pienimpiä	 planktonisia	 organismeja	 on	 vaikea	 tunnistaa	mikroskoopilla,	 koska	 niiltä	 puuttuvat	 selvästi	 erottuvat	 morfologiset	ominaisuudet.	 Tämän	 takia	 niitä	 nimitetäänkin	 usein	 vain	 yksisoluisiksi	 tai	flagellaateiksi,	 koska	 niitä	 on	 vaikea	 luokitella	 taksonomisesti.	 Tämä	 on	 luonut	tarpeen	 kehittää	 uusia	 luotettavia	 ja	 nopeita	 menetelmiä,	 joilla	 voitaisiin	 tutkia	kasviplanktonin	monimuotoisuutta	laajemmilta	alueilta.	(Hu	ym.	2016)		
1.5.1	Alg@line		Alg@line-projekti	 luotiin	 vuonna	 1993	 tehostamaan	 Itämeren	 biologista	seurantaa.	 Monitoroinnin	 päätarkoituksena	 on	 saada	 tarpeeksi	 tietoa	 Itämeren	ekosysteemistä	 ja	 sen	 muutoksista.	 (Rantajärvi	 ym.	 2003)	 2000-luvun	 alussa	kansainvälinen	 yhteistyö	 vahvistui,	 ja	 Alg@line	 alkoi	 toimia	 yhteistyössä	Eurooppalaisen	 ferry	 box	 -perheen	 kanssa.	 Tämä	 johti	 pohjoismaiden	 ja	 EU:n	tasolla	 uusiin	 kasviplanktonia	 tutkiviin	 projekteihin.	 Nykyään	 Alg@line-projekti	tarjoaa	 automatisoitujen	 näytteenottolaitteiden	 ansiosta	 reaaliaikaista	 tietoa	Itämeren	tilasta.	(Kaitala	ym.	2014)	Alg@line	 koostuu	 mittaustoiminnasta	 matkustaja-	 ja	 rahtilaivoilla.	 Vuonna	2016	 mukana	 olivat:	 M/S	 Finnmaid	 (Helsinki–Travemünde),	 M/S	 TransPaper	(Oulu–Kemi–Lyypekki),	M/S	Silja	Serenade	(Helsinki–Maarianhamina–Tukholma),	M/S	 Baltic	 Queen	 (Tallinna–Helsinki)	 ja	 M/S	 Silja	 Victoria	 (Tallinna–Maarianhamina–Tukholma)	 (Alg@line	 SYKE	 2015)	 (Kuva	 1).	 Laivassa	suoritettavia	 mittauksia	 olivat:	 klorofylli-a,	 sameus,	 fykosyaniini	 (kesällä),	suolaisuus,	 lämpötila	 ja	 liuennut	 värillinen	 orgaaninen	 hiili	 (CDOM).	
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2.1	Laitetestit		Fykoerytriinin	 fluoresenssimittaukset	 toteutettiin	osana	Alg@line	 ja	 Jerico-Next	 -projekteja.	 M/S	 Finnmaid	 -laivaan	 asennettiin	 2016	 kesällä	 ensimmäistä	 kertaa	kaksi	 uutta	PE-läpivirtausfluorometria	 (TriOS	 ja	Chelsea)	 (Taulukko	3,	Kuva	1	 ja	2).	Fluorometrit	oli	kalibroitu	omalle	mittausalueelleen	mittaamaan	fykoerytriini-pitoisuuksia.	TriOS-fluorometri	 kalibroitiin	Chelsea-fluorometria	 vasten	niin,	 että	200	 µg/l	 (Chelsea)	 =	 5	 V	 (TriOS).	 Näin	 ollen	 laitteiden	 antamien	 tulosten	muuntokerroin	 oli	 0,025.	 Ennen	 laitteiden	 asennusta	 laivaan	 niille	 tehtiin	seuraavanlaisia	testauksia:		Taulukko	3.	PE-fluorometrien	laitetietoja.	Valmistaja	 Tuotteen	nimi	 paino	(g)	 Käyttöjännitealue	(V)	 Eksitaatio	 Mitattava	aallonpituus	TriOS	 microFlu	 500–700	 5–15	 LED,	507	nm	 590	nm	Chelsea	 UniLux	 100	 11–25	 LED,	523	nm	 590	nm		
	Kuva	2.	Kesällä	2016	M/S	Finnmaid	-laivaan	asennetut	PE-fluorometrit.		 1) PE-fluorometrien	toteamis-	 ja	määritysrajat	todettiin	Milli-Q	ja	suodatetun	meriveden	 antamasta	 signaalista.	 Mittaus	 tehtiin	 läpivirtauskyvetissä	virtaavalle,	tilavuudeltaan	3	l:n	vedelle	(MQ-	ja	merivesi).	Tarkoituksena	oli	määrittää	 laitteen	 antama	 arvo	 sille,	 että	 voidaan	 todeta	 vedessä	 olevan	fykoerytriiniä,	mutta	 ei	 pystytä	 vielä	 vahvistamaan	 sen	 pitoisuutta	 (LOD).	Tarkoituksena	oli	myös	mitata	pienin	pitoisuus,	jonka	laite	voi	havaita	PE:ä	sisältäviä	pikosyanobakteereja	(LOG)	(Kaava	1).	
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	 Kaava	1.	Toteamis-	(LOD)	ja	määritysrajat	(LOQ).	LOD	=	x	+	3	*	s	LOQ	=	x	+	6	*	s	x	=	nollanäytteiden	keskiarvo	s	=	nollanäytteiden	keskihajonta		2) PE	fluorometreilla	testattiin	läpivirtauskyvetin	vaikutusta	mittaustuloksiin.	Fluorometri	 oli	 kytkettynä	 läpivirtauskyvettiin,	 kun	 meriveteen	 (3	 l)	lisättyä	 Synechococcus	 sp.	 CCY9505	 -kantaa	 virtasi	 kyvetin	 läpi.	 Sama	mittaus	 toistettiin	 fluorometrille,	 kun	 se	 sijoitettiin	 lasidekantterissa	olleeseen	meriveteen	(1,5	 l),	 johon	oli	 lisätty	Synechococcus	 sp.	CCY9505	-kantaa.		 3) PE-fluorometrien	 lineaarisuus	 määritettiin	 Synechococcus	 sp.	 CCY9505	 -kannan	 avulla.	 PE:ä	 sisältävästä	 pikosyanobakteerista	 (Synechococcus	 sp.	CCY9505)	tehtiin	laimennossarja	MQ-	ja	meriveteen	ja	 jokainen	laimennos	mitattiin.		 4) Fluorometrien	 reagointia	 testattiin	 eri	 pigmenttejä	 sisältäviin	 viljelmiin	(Taulukko	4,	Kuva	3).	 1,5	 litraan	merivettä	 lisättiin	 viljelmää	1	 ja	2	ml,	 ja	fluorometrin	 antama	 signaali	 kirjattiin	 ylös.	 Viljelmät	 saatiin	 Suomen	ympäristökeskuksen	 Merikeskuksen	 kantakokoelmasta.	 Tulosten	perusteella	voitiin	päätellä,	reagoiko	laite	vain	fykoerytriinipigmenttiin	vai	myös	muihin	pigmentteihin.												
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Taulukko	4.	Käytetyt	viljelmät	(Seppälä	2009).	Kantanimi	 Laji	 	Taksonominen	status	 Eristyspaikka	 Pigmentti	TV	70	 Monoraphidium	sp.	 Chlorophyta	(viherlevä)	 Tvärminne	 Klorofylli-a	ja	-b,	ksantofylli	TV	216	 Chlorella	
pyrenoidosa	
Chlorophyta	(viherlevä)	 Tvärminne	 Klorofylli-a	ja	-b,	ksantofylli	TV	5	 Thalassiosira	
pseudonana	







Rhodophyta	(punalevä)	 Tsekki	 Klorofylli-a,	fykobiliiniproteiinit	KAC	15/28	 Aphanizomenon	sp.	 Syanobakteeri	(sinilevä)	 Itämeri	 Allofykosyaniini,	fykosyaniini	CCY	9201		 Synechococcus	sp.	 Syanobakteeri	(sinilevä)	 Itämeri,	Bornholm	Sea	 Fykosyaniini	ja	allofykosyaniini		CCY	9505		 Synechococcus	sp.	 Syanobakteeri	(sinilevä)	 Itämeri	 Fykosyaniini,	allofykosyaniini	ja	fykoerytriini		Crypto	07-B6	 Rhinomonas	nottbecki	 Cryptophyta	(nielulevä)	 Tvärminne,	Storfjärden	 Klorofylli-a	ja	-c,	alloksantiini	ja	fykoerytriini		
	Kuva	3.	Käytetyt	leväviljelmät.		
2.1.1	Mittaukset	M/S	Finnmaid	-laivalla		PE-fluoresenssia	 mitattiin	 kahdella	 fluorometrilla	 (TriOS	 ja	 Chelsea)	 noin	 20	sekunnin	välein	koko	Helsinki–Travemünde	-matkan	ajan.	
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TriOS	ja	Chelsea	-fluorometrien	lisäksi	M/S	Finnmaid	-laivalla	oli	myös	muita	sensoreja:	 1)	 SBE	 45	 MicroThermoSalinoGraph	 (Sea-Bird	 Electronics,	 Inc.),	 joka	mittasi	 pintaveden	 lämpötilaa	 ja	 suolapitoisuutta	 2)	 Fykosyaniini	 sensori	microFlu-blue	 (TriOS),	 joka	 mittasi	 pintaveden	 fykosyaniinipitoisuutta	 3)	 ECO	FLNTU	 (RT)	 (WET	 Labs),	 joka	 mittasi	 pintaveden	 klorofyllipitoisuutta.	Fluorometrien	mittaus	oli	laivalla	jatkuvatoimista	aikavälillä	25.5.–31.8.2016.	M/S	Finnmaid	-laivassa	oleva	automaattinen	näytteenotin	(ISCO,	Refrigerated	sampler)	ohjelmoitiin	ottamaan	vesinäytteitä	 laivan	kulkiessa	väliä	Travemünde–Helsinki.	Näytteet	 otettiin	 laivan	 kulkiessa	 kolmelta	 asemalta	 noin	 viiden	metrin	syvyydeltä	 kerran	 viikossa	 ajalta	 25.5.–31.8.2016.	 Asemat	 olivat:	 asema	 11	(57°86’N	 20°00’E),	 asema	 17	 (59°40’N	 23°00’E)	 ja	 asema	 22	 (60°00’N	 25°10’E).	Jokaiselta	 asemalta	 kerättiin	 viisitoista	 kertaa	 900	 ml	 vettä	 kahteen	 pulloon.	Näytteiden	 keräyspäivät	 olivat	 25.5.,	 1.6.,	 8.6.,	 15.6.,	 22.6.,	 29.6.,	 6.7.,	 13.7.,	 20.7.,	27.7.,	 3.8.,	 10.8.,	 17.8.,	 24.8.	 ja	 31.8.	 Näytteet	 pidettiin	 kylmässä	 (4–7°C)	 ja	pimeässä	niiden	analysointiin	asti.			
2.1.2	PE-fluorometrien	huoltaminen	
	PE-fluorometreja	 huollettiin	 samalla,	 kun	 näytteet	 haettiin	 kerran	 viikossa	 M/S	Finnmaid	-laivalta.	PE-fluorometrit	puhdistettiin	joko	10	%:sella	oksaalihapolla	ja	96,1	 %:sella	 etanolilla	 (Trios)	 tai	 deconexilla	 (Chelsea)	 riippuen	 fluorometrin	linssin	 laadusta	 (lasi/muovi).	 Lisäksi	 fluorometrit	 pestiin	 automaattisesti	 0,1	%:sella	Triton	X	-liuoksella	aina	laivan	käydessä	satamassa.		
2.2	Näytteiden	käsittely		
2.2.1	Fluoresenssin	mittaus	tuoreista	vesinäytteistä	
	Asemilta	 11,	 17	 ja	 22	 otetuille	 näytteille	 mitattiin	 eksitaatio-emissiospektri	spektrofluorometrilla	 (VARIAN	 Cary	 Eclipse,	 USA)	 käyttämällä	 kirkasta	kvartsikyvettiä.	 Eksitaatioaallonpituudeksi	 eli	 mittalaitteesta	 lähteväksi	aallonpituudeksi	asetettiin	405–655	nm,	 jota	muutettiin	aina	15	nm:n	välein	405	
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Klorofyllin	mittaus	tuoreista	vesinäytteistä	Klorofyllin	konsentraatio	mitattiin	totaalinäytteestä	ja	>	2	μm:n	näytteestä	kaikilta	kolmelta	 asemalta	 (rinnakkaismittaukset).	 Totaaliklorofyllisuodatuksessa	vesinäytettä	 suodatettiin	 100	 ml	 käyttämällä	 lasikuitusuodattimia	 (GF/F,	Whatman,	 25	 mm)	 ja	 50	 ml	 käyttämällä	 2	 μm:n	 polykarbonaattisuodattimia	
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(Maine	Manufacturing,	25	mm).	Suodattimiin	jääneet	pigmentit	uutettiin	10	ml:aan	96,1	 %:sta	 etanolia,	 minkä	 jälkeen	 niitä	 säilöttiin	 pimeässä	 huoneenlämmössä	vähintään	 20	 tuntia	 tai	 –18°C:ssa,	 jos	 säilöntäaika	 oli	 pidempi.	 Pigmenteistä	klorofyllit	 sekä	 karotenoidit	 liukenevat	 etanoliin,	 mutta	 fykoerytriini	 ja	fykosyaniini	eivät,	koska	ne	ovat	vesiliukoisia.	A-klorofyllipitoisuudet	 määritettiin	 etanolissa	 uuttuneista	 näytteistä	fluorometrisesti	 (VARIAN	Cary	Eclipse,	USA)	kuoppalevyn	 lukijalla	SYKE:n	 IC015	menetelmäohjeen	mukaisesti.	Ennen	mittausta	näytteistä	suodatettiin	pois	pienet	partikkelit	käyttämällä	lasikuitusuodattimia	(GF/F,	Whatman,	25	mm).	Käytettävä	eksitaatioaallonpituus	 oli	 430	 nm	 ja	 emissioaallonpituus	 672	 nm.	 Valokaistojen	leveys	 oli	 5	 nm.	 Näytteen	 a-klorofyllipitoisuus	määritettiin	 vertaamalla	 näytteen	säteilyä	standardisuoraan	(Kaava	2).		Kaava	2.		𝐶ℎ𝑙 =  !"#! ! !! 		Kaavassa	 conc	 on	 mittausliuoksen	 konsentraatio	 (mg/l),	 E	 on	 uuttoon	 käytetyn	etanolin	määrä	(ml)	ja	V	on	suodatetun	veden	määrä	(l).			Rinnakkaisille	mittauksille	laskettiin	keskiarvo,	jonka	avulla	oli	mahdollista	laskea	variaatiokerroin	cv	%	(Kaava	3).	Cv	%	kertoo,	kuinka	paljon	kahden	rinnakkaisen	mittauksen	välillä	esiintyy	hajontaa.	Mittausta	pidetään	onnistuneena,	jos	cv	%	on	alle	10.			Kaava	3.	𝑐𝑣 % =  100 ∗ 𝑘𝑒𝑠𝑘𝑖ℎ𝑎𝑗𝑜𝑛𝑡𝑎𝑘𝑒𝑠𝑘𝑖𝑎𝑟𝑣𝑜 		Partikkelien,	joiden	koko	on	<	2	μm,	prosentuaalinen	osuus	totaalifraktiosta	voitiin	laskea	totaalimäärän	ja	>	2	μm:n	kokoluokan	osuuden	erotuksena.					
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Klorofyllin	mittaus	leväviljelmistä	Leväviljelmille	 mitattiin	 absorptiospektri	 spektrofotometrisesti	 (PerkinElmer,	Lambda	 650	 UV/VIS	 Spectrometer,	 Shelton,	 CT,	 USA).	 Kutakin	 leväviljelmää	suodatettiin	 1	ml:n	 verran	 lasikuitusuodattimien	 läpi	 (GF/F,	Whatman,	 25	mm).	Suodattimet	asetettiin	tuikepulloihin,	joihin	lisättiin	10	ml	96,1	%:sta	etanolia.	Osa	pigmenteistä	 uuttui	 etanoliin,	 ja	 ei-vesiliukoisten	 pigmenttien	 absorptiospektri	määritettiin	etanoliuutteesta	(rinnakkaismittaukset)	(Kuva	4).	Jokaiselle	näytteelle	saatiin	 absorptio	 vähentämällä	 nollanäyte	 (EtOH)	 leväviljelmänäytteistä.	Näytteiden	klorofyllipitoisuus	laskettiin	kaavan	4	mukaan	(HELCOM	2006).			




	Tutkimuksessa	 9	 ml	 tuoretta	 vesinäytettä	 otettiin	 talteen	 asemilta	 11,	 17	 ja	 22	happopestyihin	 ja	 hehkutettuihin	 pulloihin,	 joihin	 lisättiin	 1	 ml	 10	 %:sta	glutaraldehydiä.	 Näytteet	 säilöttiin	 jääkaappiin	 +4°C:teen	 lämpöön	 odottamaan	suodatusta.		Jokaista	 näytettä	 suodatettiin	 2–5	 ml	 mustille	 0,2	 μm:n	 polykarbonaatti-suodattimille	(GE,	25	mm),	joiden	alapuolella	käytettiin	tukisuodattimina	0,2	μm:n	valkoista	 suodatinta	 (Sartorius	 stedim).	 Suodatushalkaisija	 (19,8	 μm)	 mitattiin	työntömitalla.	 Suodatetut	 näytteet	 säilöttiin	 parafiiniöljyn	 ja	 peitinlasin	 välissä	 –18°C:teen	pakkaseen.		Pakkasesta	 otetut	 näytteet	 lämmitettiin	 huoneenlämpöön	 ennen	mikroskopointia.	 Epifluoresenssimikroskoopilla	 (Leitz	 Wetzlar,	 Germany)	mikroskopoitaessa	 käytettiin	 100	 x	 objektiivia	 immersioöljyn	 kanssa	 ja	 valona	vihreää	valoa,	minkä	avulla	voitiin	havaita	pikosyanobakteerien	fluoresenssi	(Kuva	5).	 	
	Kuva	 5.	 Pikosyanobakteerisolujen	 laskemiseen	 käytetty	 epifluoresenssimikroskooppi	 (Leitz	Wetzlar,	Germany).	
		
25	





Kaava	5.	Kapselin	tilavuus	(V)	𝑉 = !!!(!!!!)!" ,	jossa	P	on	solun	pituus	(μm)	ja	L	solun	leveys	(μm).		Kaava	6.	Solujen	lukumäärä/ml	(X)	
𝑋 =  𝑎𝑏 ∗ 20 ∗ 𝑐𝑑 		a	=	suodattimen	ala	(μm2)	b	=	ruudun	ala	(μm2)	20	=	kuvattujen	ruutujen	lukumäärä	c	=	solujen	lukumäärä	(kpl)	d	=	suodatusmäärä	(ml)		Kaava	7.	Biovolyymi/ml	(Y)	
𝑌 =  𝑎𝑏 ∗ 20 ∗ 𝑒𝑑 		e=	havaintojen	yhteenlaskettu	tilavuus	(μm3)	kaavalla	5		Kaava	8.	Kapselin	pinta-ala	(pallon	pinta-ala	+	lieriön	pinta-ala)	𝐴 =  4𝜋𝑟! + ((2𝜋𝑟) ∗ 𝑃 − 𝐿 )	
	r	=	½L	
	Kaava	9.	Pinta-ala/ml	(Z)	
𝑍 =  𝑎𝑏 ∗ 20 ∗ 𝑓𝑑 		f	=	havaintojen	yhteenlaskettu	pinta–ala	(μm2)	kaavalla	8		
2.2.5	Virtaussytometri		Solujen	 laskemiseen	 ja	 fluoresenssin	 perusteella	 koon	määrittämiseen	 käytettiin	CyFlow	Cube	8	-virtaussytometria	(PARTEC,	Germany).	Tässä	virtaussytometrissa	voidaan	 käyttää	 valonlähteinä	 erilaisia	 lasereita,	 mikä	 mahdollistaa	 jopa	
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kahdeksan	 optisen	 kanavan	 havaitsemisen	 (kuusi	 väriä	 +	 suora	 sironta	 (FSC)	 +	sivusironta	 (SSC)).	 Mittaustulokset	 kerättiin	 tietokoneelle	 käyttämällä	 Cube	 13	 -ohjelmaa.	 Solujen	 virtausnopeus	 virtauskammiossa	 oli	 0,2–10	 μl/s,	 ja	 näytettä	otettiin	joka	mittauksessa	800	μl.	Tuoreet	vesinäytteet	ajettiin	CyFlow	Cube	8	-virtaussytometrilla	asemista	11,	17	ja	22	ajalta	25.5.–31.8.	 Jokaiselle	asemalle	ajettiin	myös	nollanäyte	<	0,2	μm:n	(Life	 Sciences)	 suodattimella	 suodatetusta	 merivedestä.	 Käytettävät	aallonpituudet	olivat	481	nm	ja	561	nm.	Käytettävissä	olevat	filtterit	olivat:	1. FL2-laserilla	 eksitaatio	 (488	nm)	on	 sininen	 ja	 emissio	punainen,	 saadaan	mitattua	klorofylliä	2. FL3-laserilla	 eksitaatio	 (561	 nm)	 on	 keltainen	 ja	 emissio	 kelta-oranssi,	saadaan	mitattua	fykoerytriiniä	3. FL4-laserilla	eksitaatio	(561	nm)	on	keltainen	ja	emissio	punainen,	saadaan	mitattua	fykosyaniinia	Tuloksia	 tulkittiin	 CyView-ohjelman	 avulla.	 Suoran	 vesinäytteen	 tuloksista	vähennettiin	 nollanäyte.	 Tulokseksi	 saaduille	 soluryppäille	 luotiin	 maalattu	 alue	(gate),	 jonka	sisällä	oletettiin	olevan	PE:ä	sisältäviä	soluja.	Gate	määritettiin	PE:ä	sisältävän	 viljelmän	 (CCY9505)	 avulla.	 Lisäksi	 gatea	 verrattiin	muihin	 viljelmiin,	jotka	 sisältävät	 PE:ä	 (Crypto	 07-6B).	 Kun	 gate	 oli	 määritetty,	 kaikki	 näytteet	ajettiin	 CyView-ohjelmalla	 ajalta	 25.5.–31.8.	 Ohjelma	 siirsi	 näytteen	 PE:ä	sisältävien	solujen	lukumäärän	Excel-taulukkoon.		
2.2.5.1	FlowCam	
	FlowCam-kameraa	(Fluid	Imaging	Technologies,	Inc.	Yarmouth,	ME,	USA)	voidaan	käyttää	 fykoerytriiniä	 tai	 klorofylliä	 sisältävien	 levien	 kuvantamiseen.	 Kuvia	otettiin	kultakin	asemalta	(11,	17	ja	22)	otetusta	vesinäytteestä	noin	30	minuutin	ajan.	Asetuksena	käytettiin	trigger-asetusta,	joka	säädettiin	ottamaan	kuvia	3–100	μm:n	 kokoisista	 fykoerytriiniä	 sisältävistä	 partikkeleista	 (eksitaatio	 532	 nm,	emissio	 575	 nm;	 FlowCam	 Channel	 2)	 (Natunen	 ym.	 2017).	 Kuvien	 ottamisessa	käytettiin	 100	 x	 suurennosta.	 Kuvien	 käsittelyssä	 käytetty	 ohjelma	 oli	VisualSpreadsheet	4.0.27.	
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	Fluorometrien	 toteamis-	 (LOD)	 ja	 määritysrajat	 (LOQ)	 todettiin	 MQ-veden	 sekä	suodatetun	meriveden	antamasta	signaalista.	Koska	laivaan	asennetut	fluorometrit	mittaavat	 PE-signaalia	 niiden	 läpi	 virtaavasta	 merivedestä	 käyttämällä	tarkoitukseen	 valmistettua	 läpivirtauskyvettiä,	 toteamis-	 ja	 määritysrajat	määritettiin	 käyttämällä	 vastaavaa	mittausjärjestelmää	 laboratoriossa	 (Taulukko	5).	 Chelsea-fluorometrilla	 mitatut	 MQ-lukemat	 saivat	 negatiivisia	 arvoja,	 minkä	takia	 niitä	 ei	 näytetä	 taulukossa.	 TriOS:lla	 mitattu	 signaali	 MQ-vedessä	 oli	huomattavasti	 alhaisempi	 kuin	 merivedessä,	 mikä	 voi	 johtua	 meriveden	humusainepitoisuudesta.	
	


























a)	 	 	 																					b)		Kuva	 14.	 PE-fluorometrien	 lineaarinen	 mittausalue	 määritettynä	 sinisellä	 ja	 mittausalueen	ulkopuolelle	 jäävä	 alue	 punaisella	 värillä.	 a)	 Chelsea-fluorometrin	 lineaarinen	 mittausalue	määritettynä	Synechococcus	 sp.	 CCY9505	 (ml/l)	 -viljelmän	 tiheyden	 ja	 fluoresenssin	 intensiteetin	suhteen	avulla	(n	=	16).	b)	TriOS-fluorometrin	lineaarinen	mittausalue	määritettynä	Synechococcus	sp.	CCY9505	(ml/l)	-viljelmän	ja	laitteesta	tulevan	signaalin	funktiona	(n	=	15).			Kun	 eri	 fluorometreilla	 saadut	 signaalit	 PE:ä	 sisältävän	 Synechococcus	 sp.	(CCY9505)	 -kannan	 samasta	 pitoisuudesta	 piirrettiin	 toisiaan	 vastaan,	 PE-fluorometrien	 (TriOS	 (V)	 ja	 Chelsea	 (µg/l))	 fluoresenssisignaalit	 osoittivat	voimakaista	positiivista	korrelaatiota	(r	=	1,00,	P	<	0,01)	(Kuva	15),			































































Läpivirtauskyvetin	vaikutus	mittaustuloksiin		Läpivirtauskyvetissä	 ja	 lasidekantterissa	 tehdyt	 mittaukset	 osoittivat	 vahvaa	positiivista	 korrelaatiota	 kummallakin	 fluorometrilla	 mitattaessa	 (Chelsea	 (r	 =	0,99,	P	<	0,01)	ja	TriOS	(r	=	1,00,	P	<	0,01))	(Kuva	16).	Chelsealla	lasidekantterissa	tehtyjen	mittausten	 ja	 läpivirtauskyvetissä	 tehtyjen	mittausten	 välillä	 ei	 havaittu	juurikaan	eroa	(Kuva	16	a).	TriOS:in	mittaustulokset	 lasidekantterin	osalta	olivat	keskimäärin	hieman	alhaisempia	kuin	tulokset	läpivirtauskyvetin	osalta	(Kuva	16	b).	Hajonta	oli	suurinta	pienissä	pitoisuuksissa	(Kuva	16).			
a)		 	 	 													b)	Kuva	 16.	 Läpivirtauskyvetin	 käytön	 vaikutus	 PE-fluoresenssin	 signaaliin.	 a)	 Läpivirtauskyvetissä	Chelsealla	 tehtyjen	mittausten	korrelointi	 lasidekantterissa	tehtyjen	mittausten	kanssa	(n	=	7).	b)	Läpivirtauskyvetissä	TriOS:lla	tehtyjen	mittausten	korrelointi	lasidekantterissa	tehtyjen	mittausten	kanssa	(n	=	7).		




































































































































b)	19.	 PE-fluorometrien	 signaali	 Itämerellä	 vuonna	 2016.	 a)	 TriOS	 PE-signaalin	 vaihtelu	 Itämerellä	välillä	 Helsinki–Travemünde	 ajanjaksolla	 huhti-joulukuu.	 Kaikki	 alle	 0,022	 lukemat	 (LOD)	 eivät	vielä	 ole	 määritettävissä	 olevaa	 PE-signaalia	 –	 vasta	 lukemat	 yli	 0,025	 (LOQ)	 voidaan	 todeta	oikeaksi	 PE-signaaliksi.	 b)	 Chelsea	 PE-signaalin	 vaihtelu	 Itämerellä	 välillä	 Helsinki–Travemünde	ajanjaksolla	 touko-joulukuu.	 Lukemat	 alle	 0,35	 (LOD)	 eivät	 vielä	 ole	 määritettävissä	 olevaa	 PE-signaalia	–	vasta	lukemat	yli	0,50	(LOQ)	voidaan	todeta	oikeaksi	PE-signaaliksi.			
PE-signaalin	korrelointi	pintaveden	lämpötilan	kanssa	
	Pintaveden	lämpötila	välillä	Helsinki–Travemünde	vaihteli	toukokuusta	elokuuhun	(Kuva	 20).	 Lämpötilat	 olivat	 kesän	 2016	 aikana	 korkeampia	 eteläisellä	 kuin	pohjoisella	 Itämerellä	 (Kuva	 20).	 Matalin	 pintaveden	 lämpötila	 (10°C)	 mitattiin	heti	mittausjakson	alussa	eli	toukokuun	lopussa.	Korkein	pintaveden	lämpötila	(yli	20°C)	 mitattiin	 heinäkuun	 lopussa.	 Lokakuun	 alussa	 pintaveden	 lämpötila	 laski	nopeasti	alle	15°C:seen.	Kun	 tarkastellaan	 koko	 kesää	 2016,	 lämpötilalukemat	 eivät	 korreloineet	 PE-fluoresenssilukemien	kanssa	(Kuva	19	ja	20)	(r	=	–	0,50,	n	=	360,	P	<	0,01	(TriOS)	r	=	–	0,11,	n	=	360,	P	<	0,04	 (Chelsea)).	 Lokakuussa	 lämpötila	 laski	 alle	 10°C:seen	(Kuva	 20),	 minkä	 seurauksena	 fykoerytriinin	 signaali	 laski	 alle	 määritysrajan	(Kuva	19).		 	
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	Kuva	20.	Lämpötilan	vaihtelu	Itämerellä	välillä	Helsinki–Travemünde	ajanjaksona	tammi-joulukuu	2016.		Kesän	 2016	 aikana	 yhtenä	 päivänä	 (10.8.)	 esiintyi	 kumpuamista	 leveysasteiden	56–57°N	välillä	(Kuva	20	ja	21).	Havaintopiste	2360	vastaa	leveysastetta	56,8°N	ja	havaintopiste	 2000	 leveysastetta	 56,3°N	 (Kuva	 20	 ja	 21).	 Joskus	 lämpötilan	laskiessa	 PE-signaali	 nousi,	 mikä	 voidaan	 selittää	 kumpuamisella	 –	 tällöin	syvemmistä	 vesistä	 nousee	 pintaan	 PE-pigmenttiä	 sisältäviä	 syanobakteereja	(Kuva	 20	 ja	 21).	 Leveysasteen	 56,8°N	 kohdalla	 voidaan	 havaita	 selkeä	fykoerytriinisignaalin	kasvu	lämpötilan	laskiessa	ja	leveysasteella	56,3°N	pienempi	fykoerytriinisignaalin	kasvu.			
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	Kuva	21.	Pintaveden	 lämpötila	 (n	=	4459)	suhteessa	PE-fluorometrista	TriOS	 (n	=	4551)	saatuun	signaaliin	laivamatkalta	10.8.			Kesällä	2016	asemalla	22	tutkittiin	lämpötilan	vaikutusta	PE-fluorometrista	TriOS	saatuun	PE-fluoresenssisignaaliin	(Kuva	22).	Kyseisenä	ajanjaksona	lämpötilalla	ei	ollut	suurta	vaikutusta	fluorometrista	saatavaan	fykoerytriinifluoresenssiin	(Kuva	22).			






















































































































































PC-fluoresenssisignaalia	 tarkasteltiin	 PE-fluoresenssin	 funktiona	 (Kuva	 24).	Tarkasteluun	 valittiin	 ne	 laivamatkat,	 jolloin	 PC-lukemat	 olivat	 normaalia	korkeampia	 (31.5.	 ja	 27.7.)	 ja	 matalampia	 (29.6.).	 PC-	 ja	 PE-signaalin	 välillä	havaittiin	normaalia	vahvempaa	positiivista	korrelaatiota	31.5.	(r	=	0,78,	P	<0,01)	(Kuva	 24	 a),	 heikkoa	 korrelaatiota	 29.6.	 (r	 =	 0,44,	 P	=	 0,052)	 (Kuva	 24	 b)	 ja	 ei	ollenkaan	korrelaatiota	27.7.	(r	=	0,10,	P	=	0,74)	(Kuva	24	c).			





















































	Korkein	 klorofyllifluoresenssi	 mitattiin	 huhti–toukokuussa	 leveysasteiden	 59–60°N	välillä	(Kuva	25).	Loppukesän	2016	klorofyllilukemat	pysyivät	matalampina.	Koko	kesän	2016	osalta	tarkasteltuna	klorofyllistä	saatu	signaali	korreloi	heikosti	PE-signaalin	kanssa	(r	=	0,34,	n	=	360,	P	<	0,01	(TriOS)	r	=	0,23,	n	=	360,	P	<	0,01	(Chelsea)).	 Syyskuun	 lopussa	 havaittiin	 yllättävän	 korkea	 klorofyllisignaali	leveysasteiden	54,5–57,5°N	välillä.		




a)	 	 	 	 d)	 	 	
b)	 	 	 	 e)	 	 	























































































3.2.1	Fluoresenssin	mittaus	tuoreista	vesinäytteistä		Spektrofluorometrilla	(VARIAN	Cary	Eclipse)	mitattiin	kesän	2016	aikana	asemilta	11,	17	ja	22	tulleiden	näytteiden	eksitaatio-emissiospektrit.	Tarkastelun	kohteeksi	valittiin	päivä	 ja	 asema	 (22.6.	 as	22),	 jolloin	 fykoerytriinisignaali	 on	ollut	 korkea	(Kuva	 27).	 PE-fluoresenssisignaalin	 lähde	 tarkasteltiin	 kolmen	 eri	 kokofraktion	osalta:	totaalinäyte,	>	2	µm	ja	0,2–2	µm.	Punaisella	rajatulla	alueella	nähdään	PE-fluorometrin	 Chelsea	 totaalimittausalue	 ja	 mustalla	 rajatulla	 alueella	 PE-fluorometrin	 TriOS	 totaalimittausalue	 (Kuva	 27).	 Jokaisessa	 kokofraktiossa	(totaali,	 >	 2	 µm	 ja	 0,2–2	 µm)	 esiintyi	 klorofylli-a:n	 virittyminen	 useammalla	 eri	aallonpituudella	 ja	 emissio	680–690	nm:n	 aallonpituudella	 (Kuva	27).	 Jokaisessa	kokofraktiossa	 voidaan	 nähdä	 PE-fluoresenssisignaalin	 emissio	 noin	 590	 nm:n	aallonpituudella.		 													a)	 	 	 b)																
		
45	
																c)	Kuva	27.	Eksitaatio–emissio	matriisi	 Itämeressä	PE:ä	 sisältävälle	kasviplaktonille:	 a)	 totaalinäyte:	punaisella	 rajatulla	 alueella	 nähdään	 PE-fluorometrin	 Chelsea	 mittausalue	 ja	 mustalla	 rajatulla	alueella	PE-fluorometrin	TriOS	mittausalue,	 b)	 näyte	0,2–2	µm	 ja	 c)	 näyte	>	2	µm.	 Fluoresenssin	voimakkuus	 on	 esitetty	 väriskaalalla	 (väriskaala	 erilainen	 eri	 kuvissa):	 keltaisella	 alueella	fluoresenssi	 on	 voimakkainta,	 sinisellä	 alueella	 ei	 ole	 fluoresenssia	 lainkaan.	 Klorofylli-a:n	virittyminen	 näkyy	 kuvassa	 emissioaallonpituudella	 680–690	 nm.	 Fykoerytriinin	 virittyminen	näkyy	kuvassa	emissioaallonpituudella	noin	590	nm.	Kaikista	kuvista	on	poistettu	Raman-sironta	ja	CDOM.		
	
Eri	kokofraktioista	peräisin	oleva	fykoerytriinin	fluoresenssisignaali	




a)	 	 	 	 b)	
	c)	Kuva	 28.	 Eri	 kokofraktioista	 peräisin	 oleva	 fykoerytriinin	 fluoresenssisignaali.	 a)	 TriOS	 totaali	fluoresenssisignaalin	jakautuminen	eri	kokofraktioihin	asemalla	11,	b)	17	ja	c)	22.	
	
Spektrofluorometrin	 totaalifluoresenssisignaalin	 vertailu	 PE-fluorometrien	
TriOS	ja	Chelsea	fluoresenssisignaalin	kanssa	



















































































































































































































































	a)	 	 	 	 b)	Kuva	 29.	 Tarkasteltiin	 spektrofluorometrin	 totaalifluoresenssin	 ja	 laivalla	 olleen	 PE-fluorometrin	tulosten	 yhtenevyyttä.	 a)	 PE-fluorometrin	 (TriOS)	 fluoresenssisignaalin	 korrelointi	spektrofluorometrilla	 mitatun	 signaalin	 kanssa	 (n	 =	 42).	 b)	 PE-fluorometrin	 (Chelsea)	fluoresenssisignaalin	korrelointi	spektrofluorometrilla	mitatun	signaalin	kanssa	(n	=	42).			



















































a)	 	 	 b)	



































































































































































Fluoresenssin	 ja	 pinta-alan	 vertailu	 tehtiin	 jokaisen	 aseman	 (11,	 17	 ja	 22)	näytteiden	osalta	erikseen	kesän	2016	aikana	(Kuva	31	a,	b	ja	c).	Asemalla	 11	 spektrofluorometrista	 saadun	 fluoresenssisignaalin	 voimakkuus	seurasi	 epifluoresenssimikroskoopilla	 saatuja	 yhteenlaskettuja	 pinta-alalukemia	(mm2)/ml.	 Eli	 kun	 fluoresenssisignaali	 laski/nousi,	 myös	 epifluoresenssi-mikroskoopilla	yhteenlaskettu	pinta-alalukema	(mm2)/ml	laski/nousi.	Asemilla	17	ja	22	havaittiin	useimpina	näytteenottopäivinä	samanlainen	trendi.	Eroavaisuutta	havaittiin	 muutamana	 näytteenottopäivänä	 asemalla	 17	 (29.6.	 ja	 20.7)	 sekä	asemalla	22	(6.7.	ja	24.8.).	Positiivista	korrelaatiota	esiintyi	parhaiten	asemalla	11	(r	 =	 0,87,	 P	 <	 0,01),	 seuraavaksi	 parhaiten	 asemalla	 17	 (r	 =	 0,62,	 P	 <	 0,02)	 ja	vähiten	asemalla	22	(r	=	0,26,	P	=	0,37).		

















































































































































































































































































































































































3.2.3.1	FlowCam		FlowCam-kameralla	kuvattiin	fykoerytriiniä	sisältäviä	leviä	kultakin	asemalta	(11,	17	 ja	 22)	 noin	 30	minuutin	 ajan.	 Kuvia	 otettiin	 3–100	 μm:n	 kokoisista	 soluista,	minkä	 jälkeen	 kuvat	 lajiteltiin	 seitsemään	 eri	 ryhmään	 käyttämällä	VisualSpreadsheet	4.0.27.	-kuvankäsittelyohjelmaa.	Nielulevien	 (Cryptophyceae)	 määrä	 vaihteli	 kaikilla	 kolmella	 asemalla	 läpi	kesän	 2016	 (Kuva	 33	 a).	 Eniten	 nieluleviä	 esiintyi	 asemalla	 11	 kesäkuussa	 15.6.	Nielulevien	lukumäärä	kohosi	jokaisella	asemalla	kesän	loppua	kohden.		Panssarisiimalevien	(Dinophysis	spp.)	määrä	vaihteli	kaikilla	kolmella	asemalla	läpi	 kesän	 2016	 (Kuva	 33	 b).	 Korkeimmat	 lukemat	 havaittiin	 kesäkuun	 lopussa	22.6.	 asemalla	 17.	 Dinophysis	 spp.	määrä	 oli	 korkeimmillaan	 kesäkuun	 lopusta	elokuun	puoliväliin	asti	kaikilla	asemilla	(11,	17	ja	22).	Elokuun	lopussa	Dinophysis	spp.	ei	enää	havaittu.	Ripsieläintä	(Mesodinium	rubrum)	havaittiin	kaikista	kolmen	aseman	(11,	17	ja	22)	 näytteistä	 koko	 kesän	 ajan,	 mutta	 niiden	 esiintyminen	 oli	 runsainta	 kesä–heinäkuussa	(Kuva	33	c).		Rihmamaisia	 syanobakteereja	 tavattiin	 kaikilta	 asemilta	 (11,	 17	 ja	 22)	 lähes	koko	 kesän	 2016	 ajan,	 mutta	 niitä	 oli	 runsaiten	 22.6.–24.8.	 (Kuva	 33	 d).	 Eniten	rihmamaisia	syanobakteereja	havaittiin	asemalla	11.	




a)	 	 	 	 b)	
c)	 	 	 	 d)	 	 	

































































































































































































































































































































































































































































































	g)	Kuva	 33.	 PE:ä	 sisältävän	 kasviplankton	 lukumäärä/ml	 kuvattuna	 FlowCam-laitteella.	 a)	
Cryptophyceae,	 lukumäärä/ml	 ajalta	 25.5.−31.8.2016.	 b)	 Dinophysis	 spp.,	 lukumäärä/ml	 ajalta	25.5.−31.8.2016.	 c)	 M.	 rubrum,	 lukumäärä/ml	 ajalta	 25.5.−31.8.2016.	 d)	 rihmamaiset	syanobakteerit,	 lukumäärä/ml	 ajalta	 25.5.−31.8.2016.	 e)	Oscillatoriales	 spp.,	 lukumäärä/ml	 ajalta	25.5.−31.8.2016.	f)	syanobakteerikasaumat,	lukumäärä/ml	ajalta	25.5.−31.8.2016.	ja	g)	loput	solut,	lukumäärä/ml	ajalta	25.5.−31.8.2016.			
3.3	Isomman	kasviplanktonin	(>	2	μm)	biovolyymin	vertailu	eri	menetelmillä		Spektrofluorometrin	>	2	μm:n	kokofraktiosta	 saatua	PE-fluorometreille	 (TriOS	 ja	Chelsea)	 integroitua	 fluoresenssia	 vertailtiin	 FlowCamilla	 kuvattujen	 levien	 (>	 3	μm)	biovolyymiin	(Kuva	34).	PE-fluorometreista	TriOS	ja	Chelsea	saadut	signaalit	vastaavat	hyvin	toisiaan	(Kuva	33).	FlowCamilla	kuvattujen	levien	biovolyymin	ja	PE-fluorometrista	TriOS	saadun	signaalin	välillä	ei	havaittu	korrelaatiota	(r	=	0,18,	































































































































































		 														c)	Kuva	 34.	 Spektrofluorometrillä	 kokofraktiosta	 >	 2	 μm	 saatu	 PE-fluoresenssi	 (TriOS	 ja	 Chelsea)	verrattuna	 FlowCamilla	 kuvattujen	 levien	 (>	 3	 μm)	 biovolyymiin	 a)	 asema	11,	 b)	 asema	17	 ja	 c)	asema	22.	FlowCamilla	kuvattujen	levien	biovolyymi	(μm3/ml)	on	saatu	laskemalla	yhdeltä	päivältä	ja	 yhdeltä	 asemalta	 otetuista	 näytteistä	 seuraavien	 kantojen	 biovolyymit	 yhteen:	 Cryptophyceae,	
Dinophysis	 spp.,	 M.	 rubrum,	 Oscillatoriales	 spp.,	 syanobakteerikasaumat,	 rihmamaiset	syanobakteerit	 ja	muut	tunnistamattomat	solut.	Spektrofluorometrin	>	2	μm:n	PE-fluoresenssi	on	saatu	 seuraavalla	 tavalla:	 totaalifluoresenssi	 –	 <	 2	 μm.	 Joinakin	 päivinä	 pikosyanobakteereista	 ja	CDOM:ista	 saatu	 signaali	 oli	 suurempi	 kuin	 totaalifraktiosta	 saatu	 signaali,	 jolloin	 >	 2	 μm:n	kokoluokka	 sai	 negatiivisen	 arvon.	 Kuvasta	 on	 poistettu	 negatiiviset	 arvot	 (TriOS	 ja	 Chelsea).	Näytteenottopäivän	13.7.	arvot	puuttuvat	kaikista	kuvista,	koska	silloin	ei	suoritettu	näytteenottoa.		




































































































































Asemalla	 17	 PE:ä	 sisältävän	 kasviplanktonin	 korkein	 biovolyymi	 (600	 000	µm3/ml)	 havaittiin	 31.8.	 (Kuva	 35	 b),	 ja	 suurin	 osa	 biovolyymistä	 muodostui	pikosyanobakteereista	 (43	 %).	 Toiseksi	 suurin	 biovolyymi	 (410	 000	 µm3/ml)	havaittiin	 17.8.,	 ja	 pikosyanobakteerien	 osuus	 oli	 78	 %.	 Alkukesästä	kasviplanktonia	 havaittiin	 vähemmän,	mutta	 pikosyanobakteerit	 olivat	 silloinkin	vallitseva	kasviplanktonryhmä.	Asemalla	 22	 PE:ä	 sisältävän	 kasviplankton	 korkein	 biovolyymi	 (460	 000	µm3/ml)	 havaittiin	 24.8.	 (Kuva	 35	 c),	 ja	 suurin	 osa	 volyymistä	 muodostui	pikosyanobakteereista	 (78	 %).	 Toiseksi	 suurin	 biovolyymi	 (330	 000	 µm3/ml)	havaittiin	 17.8.,	 tuolloin	 pikosyanobakteerit	 muodostivat	 69	 %	 volyymistä.	Alkukesästä	 kasviplanktonia	 havaittiin	 vähemmän,	 mutta	 pikosyanobakteerit	olivat	tuolloinkin	vallitseva	kasviplanktonryhmä.		



















































































































































































4.1	Fykoerytriinifluorometrit			PE:n	 esiintymistä	 on	 tutkittu	 Itämerellä	 eri	 menetelmillä	 vuodesta	 1990	 lähtien	(Babichenko	ym.	1993,	Niiranen	2008,	Gaughan	ym.	2015),	mutta	menetelmää	ei	ole	 vielä	 saatu	 kehitettyä	 operatiiviseksi.	 Babichenko	 ym.	 (1993)	 käyttivät	tutkimuksessaan	 laserlaitetta	 KLS-10	 LIDAR	 kasviplanktonin	 fluoresenssilähteen	havainnoimiseen.	 Babichenko	 ym.	 (1993)	 totesivat,	 että	 menetelmää	 voitaisiin	käyttää	 mittauksissa,	 kun	 laite	 optimoitaisiin	 kapeammalle	 aallonpituusalueelle	mittaamaan	vain	yhtä	pigmenttiä	kerrallaan.	Niiranen	(2008)	mittasi	pro	gradu	 -tutkielmassaan	 PE-signaalia	 Turner	 Designs	 AU-10	 -fluorometrilla	 ja	 totesi,	 että	kyseinen	laite	ei	ole	riittävän	hyvä	mittaamaan	PE-pitoisuuksia	 jatkuvatoimisesti.	Laitteen	 ongelmana	 oli	 sen	 emissiokanavan	 laajuus,	 minkä	 vuoksi	 laite	 sai	signaalia	myös	klorofyllistä	(Niiranen	2008).		Tässä	 tutkimuksessa	 käytössä	 oli	 aivan	 uudenlaiset	 PE-fluorometrit	 (TriOS,	microFlu	 ja	 Chelsea	 Unilux),	 joita	 oli	 testattu	 Itämerellä	 vain	 kerran	 aiemmin	Jerico-hankkeessa	 (Gaughan	 ym.	 2015).	 Jerico-hankkeessa	 Aranda-laivaan	asennettujen	 fluorometrien	 vastaanottama	 emissiosignaali	 oli	 pääosin	 peräisin	kokofraktiosta	 <	 2	 µm.	 TriOS	 ja	 Chelsea	 -fluorometreilla	 ja	 VARIAN	spektrofluorometrilla	 mitatut	 PE-signaalit	 korreloivat	 keskenään	 (Gaughan	 ym.	2015),	toisin	kuin	tässä	tutkimuksessa.		Pikosyanobakteerien	 PE-pitoisuuden	 mittaukseen	 ei	 ole	 luotettavaa	menetelmää	(Taylor	ym.	2013),	joten	tässä	tutkimuksessa	PE-fluoresenssisignaalin	voimakkuutta	tarkasteltiin	suhteessa	muihin	mitattavissa	oleviin	muuttujiin,	jotka	kuvastavat	joko	PE:n	määrää	tai	PE:iä	sisältävien	leväsolujen	määrää	ja	biomassaa.	Näitä	 menetelmiä	 olivat	 epifluoresenssimikroskopia,	 virtaussytometria,	spektrofluorometria	 ja	 FlowCam-kuvaaminen.	 Viimeisin	 menetelmä	 ei	 tosin	sovellu	pikosyanobakteerien	havainnoimiseen	niiden	pienen	koon	vuoksi.	Pikosyanobakteerien	 PE-pitoisuuden	 mittaaminen	 on	 tärkeää,	 koska	fykobiliinit	 ovat	 syanobakteerien	 merkittävin	 valoa	 keräävä	 pigmenttiryhmä	(Seppälä	2009).	Automatisoidut	PE-fluorometrit	 tarjoavat	kustannustehokkaan	 ja	
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lähes	reaaliaikaisen	tavan	kerätä	tietoa	kasviplanktonin	määrällisestä	kehityksestä	(Huotari	&	Ketola	2014).	Fluoresenssin	mittaukseen	perustuva	tekniikka	on	nopea,	ja	 saatujen	 havaintojen	 määrä	 on	 moninkertainen	 perinteiseen	 näytteenottoon	verrattuna	(Huotari	&	Ketola	2014).		
4.1.1	Laitetestit		Fluoresenssia	mitataan	usein	suhteellisilla	yksiköillä.	Jokainen	laite	antaa	erilaisia	ulostulolukemia,	joiden	yksiköinä	voivat	olla	bitti	(bit),	voltti	(V)	tai	konsentraatio	(µg/l).	 Konsentraatio	 on	 kalibroitu	 yleensä	 jollakin	 referenssiaineella,	 kuten	tietyllä	leväviljelmällä.	Laitteen	valmistaja	ei	aina	ilmoita	mitä	referenssiainetta	on	käytetty,	 joten	lukuihin	ei	voi	täysin	luottaa.	Luvut	voivat	kuitenkin	antaa	viitettä	suuruusluokasta.	 Tässä	 tutkimuksessa	 yksiköt	 muunnettiin	 laitteen	 ulostulosta	riippuen	 volteiksi	 tai	 pidettiin	 konsentraatioyksiköinä.	 PE-fluorometrin	 TriOS	microFlu	 ulostuloyksikkö	 oli	 voltit	 (V)	 ja	 Chelsea	 Unilux	 PE-fluorometrin	ulostuloyksikkö	 konsentraatio	 (µg/l).	 PE-fluorometrit	 kalibroitiin	 Synechococcus	sp.	 (CCY9505)	 -kantaa	 käyttäen	 niin,	 että	 kertoimen	 0,025	 avulla	 yksiköt	 saatiin	vastaamaan	 toisiaan.	 Vaikka	 fluorometrit	 olisi	 kalibroitu	 tietyillä	 näytteillä	antamaan	samoja	lukemia,	toisilla	näytetyypeillä	ne	antavat	toisistaan	poikkeavia	lukemia	(Huotari	&	Ketola	2014).	
	
Fluorometrien	toteamis-	ja	määritysrajat	Toteamis-	ja	määritysrajat	olivat	kummallakin	PE-fluorometrilla	(TriOS	ja	Chelsea)	alhaisempia	 MQ-vedessä	 kuin	 merivedessä	 (Taulukko	 5).	 Voidaan	 olettaa,	 että	fluorometrit	 reagoivat	 jonkin	 verran	 veden	 humusaineisiin,	 jotka	 Itämerellä	korreloivat	negatiivisesti	suolapitoisuuden	kanssa	(Ylöstalo	ym.	2016).	Jokaisessa	 näytteenottopaikassa	 oli	 eri	 humusainepitoisuus,	 joka	 vaikutti	PE:stä	 saatavaan	 signaaliin.	 Suolapitoisuus	 pieneni	 pohjoiselle	 Itämerelle	 päin	mentäessä	 rannikkoalueen	 läheisyydessä,	 jolloin	 PE-signaali	 nousi	 (Kuva	 13).	Rannikkoalueilla	esiintyy	humusaineita	enemmän	jokien	kuljettaessa	niitä	mereen	(Kuparinen	&	Kuosa	1993).	Veden	suolapitoisuus	ei	korreloinut	yhtä	vahvasti	PE-signaalin	 kanssa	 Chelsea-fluorometrilla	 mitattaessa	 (r	 =	 0,51,	 n	 =	 10,	 P	=	 0,13),	kuin	TriOS	PE-fluorometrilla	mitattaessa	(r	=	0,79,	n	=	10,	P	<	0,01).	
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Fluorometrien	lineaarinen	mittausalue	Fluorometrien	 lineaarinen	 mittausalue	 0–100	 µg/l	 (Chelsea)	 ja	 0–1,2	 V	 (TriOS)	määritettiin	 Synechococcus	 sp.	 (CCY9505)	 -kantaa	 käyttäen	 (Kuva	 14).	Fluorometrien	 lineaarinen	 mittausalue	 on	 riittävän	 kattava	 mittaamaan	 PE-pitoisuuksia	 luonnon	 vesinäytteistä,	 joissa	 PE-pitoisuus	 ylsi	 enimmillään	 tässä	tutkimuksessa	 arvoihin	 0,1	 V	 (TriOS)	 ja	 3	 µg/l	 (Chelsea)	 (Kuva	 19).	 Voidaankin	sanoa,	 että	 fluorometrien	 lineaarinen	 mittausalue	 yltää	 Itämerellä	 paljolti	 yli	vaadittavan	 mittaustason,	 sillä	 luonnonvesistä	 saatava	 PE-signaali	 on	enimmäkseen	 lähellä	määritysrajaa	 (Taulukko	5,	Kuva	19).	Kyseiset	 fluorometrit	eivät	 luultavasti	 ole	 optimaalisia	 mittaamaan	 PE-fluoresenssia	 Itämerellä.	 PE-fluorometrien	mittaustulokset	korreloivat	hyvin	keskenään	 (r	 =	1,00,	n	=	14,	P	 <	0,01)	 (Kuva	 15).	 Korrelaatio	 oli	 jokseenkin	 oletettavaa,	 koska	 niiden	mittausaallonpituusalueet	sijaitsevat	hyvin	lähellä	toisiaan,	ja	niiden	herkkyysalue	on	yhtä	laaja.	
	
Veden	virtauksen	vaikutus	fluorometrin	antamaan	signaaliin	Mittaustuloksissa	 ei	 havaittu	 juurikaan	 eroa	 (Kuva	 16)	 sen	 välillä,	mittasiko	 PE-fluorometri	 fykoerytriinisignaalia	 läpivirtauskyvetissä	 tai	 lasidekantterissa	 (Kuva	16).	Yksittäin	 tarkasteltuna	molemmista	mittauksista	saadut	mittaussuorat	olivat	lineaarisia,	 joten	 niistä	 saatuihin	 mittaustuloksiin	 voidaan	 luottaa.	 Kun	läpivirtauskyvetissä	 tai	 lasidekantterissa	 saatuja	 tuloksia	 verrattiin	 toisiinsa,	havaittiin,	 että	 ne	 poikkesivat	 Chelsea-fluorometrilla	 keskimäärin	 1	%	 ja	 TriOS-fluorometrilla	 6	 %.	 Nämä	 prosentuaaliset	 lukemat	 ovat	 kuitenkin	 koko	mittausjakson	keskiarvoja,	 ja	kummankin	 fluorometrin	osalta	hajonta	kyvetillä	 ja	dekantterilla	 saatujen	 tulosten	 välillä	 oli	 suurempaa	 mittausten	 alussa	 kuin	lopussa.		Mittauksista	 voidaan	 todeta,	 että	 ei	 ole	 suurta	 eroa	 tehdäänkö	 mittaus	läpivirtauskyvetissä	 vai	 lasidekantterissa.	 Kummankin	 PE-fluorometrin	 kyvetin	rakenne	sopii	hyvin	kyseiseen	mittaukseen,	koska	niiden	läpivirtaus,	materiaali	ja	muoto	 eivät	 vaikuta	 mittaustuloksiin	 sen	 paremmin	 seisovassa	 kuin	virtaavassakaan	vedessä.			
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Muiden	pigmenttien	vaikutus	PE-fluorometrin	signaaliin	PE-fluorometrit	 havaitsivat	 samalla	 tavalla	 eri	 leväviljelmistä	 peräisin	 olevaa	signaalia.	 TriOS	 havaitsi	 herkemmin	 molemmat	 Porphyridium	 cruentum	 -leväviljelmälisäykset,	kun	taas	Chelsea	havaitsi	heikosti	vain	toisen	lisäyksen.	Erot	olivat	 kuitenkin	 pieniä,	 kun	 otetaan	 huomioon,	 että	 leväviljelmälisäykset	 olivat	melko	suuria.		Voidaan	 todeta,	 että	 PE-fluorometrit	 mittasivat	 vain	 haluttua	fykoerytriinipigmenttiä,	 eivätkä	 ne	 reagoineet	 merkittävästi	 muihin	 kuin	 PE:iä	sisältäviin	 leväviljelmiin.	 Tämä	 siitä	 huolimatta,	 että	 viljelmissä	 oli	 huomattavia	määriä	muitakin	pigmenttejä,	kuten	klorofylliä	(Kuva	17).	Tuloksia	tukee	myös	se,	että	käytettävissä	oli	 kaksi	 erilaista	PE-fluorometria.	Voidaan	olettaa,	 että	 vaikka	klorofylli	 ja	 PC-pitoisuudet	 ovat	 korkeita,	 PE-fluorometrit	 eivät	 saa	 siitä	merkittäviä	virhelukemia.		
4.2	Kenttäfluorometrien	mittaustulokset		Kenttäfluorometrien	mittaustuloksissa	esiintyy	laatuongelmia.	Laatuongelmat	ovat	aina	 yleisiä	 reaaliaikaisissa	 mittauksissa,	 koska	 laitteet	 mittaavat	 arvoja	 usein	pitkiäkin	aikoja	itsenäisesti	ilman,	että	niitä	huolletaan.	Kenttäkäyttöön	tarkoitetut	fluorometrit	 ovat	 kuitenkin	 pääasiassa	 melko	 huoltovapaita	 laitteita,	 ja	 niiden	sopivaksi	puhdistusväliksi	on	suositeltu	vähintään	yhtä	kertaa	viikossa	(Huotari	&	Ketola	 2014).	 Tässä	 tapauksessa	 fluorometrit	 puhdistettiin	 kerran	 viikossa	etanolilla	 (Trios)	 tai	 deconexilla	 (Chelsea)	 sekä	 lisäksi	 automaattisesti	 Triton	X	 -liuoksella	(0,1	%)	aina,	kun	laiva	kävi	satamassa	(3–7	kertaa	viikossa).	PE-läpivirtausfluorometrien	mittaustulokset	korreloivat	hyvin	keskenään	(r	=	0,81)	 (Kuva	 18).	 PE-fluorometreissa	 ei	 kesällä	 2016	 havaittu	 laatuongelmia	mittausjakson	 puitteissa.	 Syyskuun	 lopussa	 yhdellä	 laivamatkalla	 havaittiin	epäilyttävän	 tasaisia	 lukemia	 koko	 reitiltä,	 mikä	 voidaan	 nähdä	 selkeämmin	Chelsea-fluorometrin	 signaalista	 kuin	 TriOS-fluorometrin	 signaalista	 (Kuva	 19).	Tutkimuksessa	 tarkasteltiin	 korrelaatiota	 PE-fluorometrista	 saadun	 signaalin	 ja	muista	 fluorometreista	 saatujen	 signaalien	 välillä	 (Kuva	 24	 ja	 26).	 PE-fluoresenssisignaalin	 ja	 PC-fluoresenssisignaalin	 välillä	 ei	 havaittu	 selkeää	korrelaatiota	 tarkasteluun	 valituilta	 kolmelta	 päivältä,	 paitsi	 31.5	 (r	 =	 0,78,	 P	 <	
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0,01)	 (Kuva	 23	 ja	 24).	 PE-fluoresenssisignaalin	 ja	 laivassa	 mitatun	klorofyllisignaalin	 välillä	 ei	 havaittu	 korrelaatiota	 (Kuva	 25	 ja	 26).	 PE-fluoresenssisignaalin	 ja	 laboratoriossa	 mitattujen	 klorofylliarvojen	 välillä	puolestaan	 esiintyi	 korrelaatiota	 kahtena	 kolmesta	 tarkastelupäivästä	 31.5	 (r	 =	0,76,	 P	 <	 0,01)	 sekä	 29.6	 (r	 =	 0,70,	 P	 <	 0,01).	 Korrelaatio	 voi	 tarkoittaa,	 että	kyseisellä	 ajankohdalla	 Itämerellä	 on	 esiintynyt	 leviä,	 jotka	 omaavat	 molempia	pigmenttejä	(PE	&	PC	/	PE	&	chl)	soluissaan.	PC-fluorometrissa	 havaittiin	 laatuongelma	 elokuun	 lopusta	 vuoden	 loppuun	asti	 (Kuva	23).	Klorofyllifluorometrissa	esiintyi	myös	selittämätön	klorofyllitason	nousu	syyskuun	lopussa	(Kuva	25).	Fluorometrien	 kalibrointi	 olisi	 hyvä	 tehdä	 sekä	 mittausjakson	 alussa	 että	lopussa	(Huotari	&	Ketola	2014).	Tässä	tutkimuksessa	PE-fluorometrit	kalibroitiin	mittausjakson	alussa	vain	toisiaan	vasten.	PE-fluorometrien	skaalan	tarkistukseen	ei	 ollut	 käytössä	 toisiostandardia.	 Laitteiden	 tai	 toisen	 laitteen	 mittausvaste	 on	voinut	 muuttua	 kesän	 2016	 aikana	 (Huotari	 &	 Ketola	 2014),	 mutta	 se	 on	epätodennäköistä,	koska	laitteiden	antamat	signaalit	olivat	vertailukelpoisia	koko	mittausjakson	ajan.		
4.3	Pikosyanobakteerien	esiintyminen	Itämerellä		
4.3.1	Epifluoresenssimikroskopialaskennat		Pikosyanobakteerit	 koostivat	 keskimäärin	 61	 %	 fykoerytriiniä	 sisältävän	kasviplanktonin	 biovolyymistä	 Itämerellä	 kesällä	 2016.	 Korkein	pikosyanobakteerien	 biovolyymi	 kokonaiskasviplanktonin	 biovolyymiin	verrattuna	havaittiin	27.7.	asemalla	17	(95	%)	ja	matalin	1.6.	asemalla	11	(16	%)	(Kuva	34).	Tässä	 työssä	 epifluoresenssimikroskopialaskennat	 on	 toteutettu	automaattisen	Las	 Image	Analysis	 -ohjelman	avulla.	Ohjelma	 laskee	vain	 tiettyyn	väriryhmään	 kuuluvat	 solut,	 jolloin	 vain	 tietyn	 pigmentin	 omaavat	 solut	 tulevat	lasketuksi.	 Ohjelman	 etuna	 on,	 että	 se	 laskee	 jokaisen	 näytteenottopäivän	 ja	 -aseman	solut	täsmälleen	samoilla	asetuksilla,	mihin	ihmissilmä	ei	pysty.	
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Pikosyanobakteerien	 lukumäärää/ml	 määritettiin	 epifluoresenssimikros-koopilla	 asemalla	 17	 jokaisen	 kesäkuukauden	 (touko-,	 kesä-,	 heinä-	 ja	 elokuu)	keskiarvona,	 jotta	tuloksia	voitiin	vertailla	toisiin	tutkimustuloksiin	(Taulukko	6).	Kuosa	 (1991)	 tutki	 pikosyanobakteerien	 esiintymistä	 pohjoisella	 Itämerellä	(59°50’N	 23°10’E)	 –	 näitä	 tuloksia	 voidaan	 vertailla	 asemalta	 17	 (59°40’N	23°00’E)	 saatujen	 tulosten	 kanssa	 (Taulukko	 6).	 Pikosyanobakteereja/ml	 oli	kesällä	 2016	 keskimäärin	 vähemmän	 kuin	 kesällä	 1991.	 Toukokuussa	pikosyanobakteereja/ml	 havaittiin	 enemmissä	 määrin.	 Pikosyanobakteerien	esiintyminen	asemalla	17	oli	kesän	2016	aikana	kuitenkin	melko	tasaista.			Taulukko	6.	Pikosyanobakteerien	keskimääräinen	esiintyminen	kesän	2016	aikana	asemalla	17.	Kuukausi	 Pikosyanobakteeri	(106/ml)	(Kuosa	1991)	 Pikosyanobakteeri	(106/ml)	tämä	tutkimus	 Pikosyanobakteerien	 osuus	kasviplanktonista	(%)	Touko	 0,03	x	106/ml	 0,04	x	106/ml	 70	(n	=	1)	Kesä	 0,6	x	106/ml	 0,2	x	106/ml	 52	(28	–	87)	(n	=	5)	Heinä	 1,0	x	106/ml	 0,3	x	106/ml	 61	(35	–	95)	(n	=	3)	Elo	 0,4	x	106/ml	 0,2	x	106/ml	 62	(43	–	78)	(n	=	5)			Pikosyanobakteerien	 lukumäärää/ml	havainnoitiin	 epifluoresenssimikroskoopilla	jokaisella	asemalla	(11,	17	ja	22)	keskiarvona,	jotta	tuloksia	voitiin	vertailla	toisiin	tutkimustuloksiin	 (Taulukko	 7).	 Niiranen	 (2008)	 tutki	 pro	 gradu	 -työssään	pikosyanobakteerien	 esiintymistä	 Itämerellä	 samoilta	 asemilta	 (11,	 17,	 22)	 kuin	tässä	 työssä.	 Niirasen	 (2008)	 tutkimuksessa	 pikosyanobakteerien	solulukumäärät/ml	olivat	keskimäärin	alhaisempia	 jokaisella	asemalla	kuin	 tässä	tutkimuksessa.	 Kuosa	 (1991)	 tutki	 pikosyanobakteerien	 esiintymistä	Tvärminnessä.	Kuosa	(1991)	havaitsi	pikosyanobakteereja	esiintyvän	keskimäärin	enemmän	aseman	17	lähellä	kuin	tässä	tutkimuksessa	(Taulukko	7).						
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Taulukko	7.	Pikosyanobakteerien	esiintyminen	Itämerellä.	Asema	 Pikosyanobakteeri	(106/ml)	 Pikosyanobakteeri	(106/ml)	keskiarvo	 Tutkimus	11	(57°86’N	20°00’E)	 0,038–0,57	 0,27	 Tämä	tutkimus	11	 0,0091–0,012	 	 Niiranen,	2008	17	(59°40’N	23°00’E)	 0,045–0,38	 0,21	 Tämä	tutkimus	17	 0,014–0,27	 	 Niiranen,	2008	Tvärminne	(59°50’N	23°10’E)	 0,03–1,0	 0,50	 Kuosa,	1991	22	(60°00’N	25°10’E)	 0,20–0,43	 0,31	 Tämä	tutkimus	22	 0,062–0,16	 	 Niiranen,	2008			Pikosyanobakteereja	 esiintyy	 keväällä	 vähän	 veden	 lämpötilan	 ollessa	 matala	(Andersson	 ym.	 1994).	 Ravinteiden	 ehtyessä	 kevätkukinnan	 muodostavien	piilevien	ja	dinoflagellaattien	määrä	romahtaa.	Pikosyanobakteerien	määrä	nousee	kesän	 loppua	 kohti	 veden	 lämpötilan	 noustessa	 ja	 ravinteiden	 ehtyessä	(Andersson	 ym.	 1994),	 koska	 ne	 pystyvät	 hyödyntämään	 vesissä	 olevia	 pieniä	ravinnemääriä	isompia	leviä	tehokkaammin.	Spektrofluorometrilla	 mitatun	 kokofraktiosta	 <	 2	 µm	 peräisin	 olevan	fluorsenssin	 ja	 mikroskopoitujen	 solujen	 pinta-alan	 (mm2)/ml	 välillä	 havaittiin	samansuuntaisia	lukemia	(Kuva	31).	Korrelaatio	oli	selvästi	paras	asemalla	11	(r	=	0,87,	P	<	0,01)	ja	huononi	Suomenlahdelle	päin	mentäessä	asemalla	22	(r	=	0,26,	P	=	0,37).		
4.3.2	Lämpötilan	vaikutus	pikosyanobakteerien	esiintymiseen		Kesän	 2016	 aikana	 mitatut	 lämpötilanvaihtelut	 (10–20°C)	 vastasivat	 muiden	tutkimusten	 tuloksia.	 Suomenlahdella	 tyypillinen	 lämpötilavaihtelu	 toukokuusta	elokuuhun	 on	 5–20°C	 (Kikas	 &	 Lips	 2016).	 Ohessa	 kesän	 normaali	lämpötilanvaihtelu:	 5°C	 toukokuun	 alussa,	 maksimilämpötila	 >	 20°C	 heinäkuun	lopussa,	syyskuun	lopussa	lämpötila	laskee	alle	15°C	(Kikas	&	Lips	2016).	Kesällä	 2016	 pikosyanobakteerien	 esiintymisen	 ja	 lämpötilan	 välillä	 ei	havaittu	 selkeää	 riippuvuutta	 (Kuva	 22),	 mikä	 voi	 johtua	 siitä,	 että	 lämpötila	 ei	laskenut	 kesän	 2016	 aikana	 alle	 10°C:een.	 Pikosyanobakteerien	 esiintyminen	
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Itämerellä	 on	 riippuvaista	 veden	 lämpötilasta	 aina	10°C:een	 asti	 (Andersson	ym.	1994),	minkä	jälkeen	lämpötilan	nousulla	ei	ole	suurta	vaikutusta.		Epifluoresenssimikroskoopilla	 laskettaessa	 pikosyanobakteereja	 esiintyi	eniten	 kesäkuussa	 29.6.	 lämpötilan	 ollessa	 17,5°C	 ja	 elokuussa	 lämpötilan	vaihdellessa	 15–20°C:teen	 välillä	 (Kuva	 20	 ja	 29).	 Pikosyanobakteereja	 esiintyy	keväällä	 vähän	 veden	 alhaisesta	 lämpötilasta	 johtuen	 (Andersson	 ym.	 1994).	Pikosyanobakteerien	 määrä	 nousee	 kesän	 loppua	 kohden	 veden	 lämpötilan	noustessa	ja	ravinteiden	ehtyessä	(Andersson	ym.	1994).		Elokuussa	 10.8.	 havaittiin	 kumpuamista	 leveysasteilla	 56–57°N	 (Kuva	 20	 ja	21).	Kumpuamiskohdissa	 lämpötila	 laski	 alle	15°C:een,	 ja	 fykoerytriinisignaalissa	havaittiin	 nousua.	 Kumpuamisessa	 pintaan	 kohoaa	 tiheämpää,	 ravinnerikasta	vettä	 (Kikas	 &	 Lips	 2016),	 mikä	 kuljettaa	 mukanaan	 pikosyanobakteereja	syvemmistä	 vesistä.	 Kumpuamista	 tapahtuu	 yleensä	 rannikoiden	 läheisyydessä	(Kikas	 &	 Lips	 2016),	 kuten	 tässä	 tutkimuksessa	 leveysasteella	 57°N	 Gotlannin	eteläkärjessä	 ja	 leveysasteella	 56°N	 Ruotsin	 rannikon	 läheisyydessä.	 Tarvitaan	vähintään	60	tuntia	voimakasta	tuulta,	että	kumpuamista	voi	tapahtua	avomerellä	(Haapala	 1994).	 Kikas	 &	 Lips	 (2016)	 havaitsivat	 kesän	 2010	 aikana	 jopa	 10	kumpuamistapahtumaa	Itämerellä	heinäkuussa.	Lämpötila	 laski	 lokakuun	aikana	alle	10°C,	minkä	seurauksena	 fykoerytriinin	signaali	 laski	 alle	 määritysrajan.	 Veden	 lämpötilan	 on	 todettu	 olevan	 tärkein	pikosyanobakteerien	kasvua	ja	lisääntymistä	säätelevä	tekijä	(Kuosa	1991).		
4.3.3	Spektrofluorometrin	rekisteröimän	PE-fluoresenssin	vertailu	PE-fluorometreilla	
mitatun	fluoresenssisignaalin	kanssa		Oletetusta	 poiketen	 PE-fluorometrin	 ja	 spektrofluorometrin	 välillä	 ei	 havaittu	vahvaa	 positiivista	 korrelaatiota	 totaalifluoresenssisignaalissa	 (Kuva	 27	 ja	 28).	Vuonna	 2012	 TriOS	 ja	 Chelsea	 -fluorometreilla,	 ja	 spektrofluorometrilla	 mitatut	PE-signaalit	 osoittivat	 positiivista	 korrelaatiota	 keskenään	 (Gaughan	 ym.	 2015).	Syy	tähän	voi	olla	näytteiden	säilömiseen	ja	kuljetukseen	kulunut	aika,	jolloin	PE-pigmentit	 ovat	 päässeet	 vähenemään	 soluissa.	 Vuonna	 2012	 Jerico-hankkeessa	
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vesinäytteet	 kerättiin	 pienemmältä	 alueelta	 ja	 aikaväliltä	 Itämereltä.	 Tässä	tutkimuksessa	tutkimusalue	-ja	aika	olivat	laajempia.		
4.3.4	Virtaussytometri		Virtaussytometrilla	 saatiin	 alhaisia	 lukemia	 (lkm/ml)	 läpi	 kesän	 2016,	 kun	 niitä	verrattiin	epifluoresenssimikroskoopilla	 saatuihin	arvoihin	 (lkm/ml)	 (Kuva	29	 ja	31).	 Lukumäärät	 olivat	 keskimäärin	 10	 kertaa	 pienempiä	 kuin	epifluoresenssimikroskoopilla	 saadut	 lukumäärät/ml.	 Virtaussytometrin	lukumäärä/ml	 korreloi	 paremmin	 epifluoresenssimikroskoopilla	 laskettujen	pinta-alalukemien	 (mm2)/ml	 kuin	 lukumäärä/ml	 -lukemien	 kanssa.	 Koko	 kesän	2016	aikana	tarkasteltuna	pinta-ala	(mm2)/ml	korrelaatio	oli:	r	=	0,72	(n	=	42,	P	<	0,01)	ja	asemakohtaisesti:	asema	11,	r	=	0,88	(n	=	14,	P	<	0,01)	asema	17,	r	=	0,62,	(n	 =	 14,	P	<0,02)	 asema	 22,	 r	=	 0,53	(n	 =	 14,	P	=	 0,05).	 Korrelaatio	 oli	 vahvinta	asemalla	 11	 ja	 heikkeni	 asemalle	 22	 päin	 mentäessä.	 Koko	 kesän	 2016	 ajalta	tarkasteltuna	 lukumäärä/ml	 korrelaatio	 oli:	 r	 =	 –	 0,02	 (n	 =	 42,	 P	 =	 0,9)	 ja	asemakohtaisesti:	asema	11,	r	=	0,14	(n	=	14,	P	=	0,63)	asema	17,	r	=	0	(n	=	14,	P	=	1)	asema	22,	r	=	–	0,56	(n	=	14,	P	<	0,05).		Virtaussytometrilla	 saatuihin	 alhaisiin	 solujen	 lukumäärä/ml	 -tuloksiin	 ovat	voineet	vaikuttaa	muun	muassa	seuraavat	seikat:		1)	Näytteen	paine	on	ollut	 liian	korkea,	 jolloin	 solujen	kulkureitti	 kammiossa	on	leventynyt,	 mikä	 on	 mahdollistanut	 useiden	 solujen	 kulkemisen	 kammiossa	samaan	aikaan.	 Solujen	pitäisi	 kulkea	peräkkäin,	 yksi	 kerrallaan	niin,	 että	 valittu	aallonpituus	 kohdistetaan	 vain	 yhteen	 soluun	 kerrallaan.	 Virheen	 välttämiseksi	virtauspainetta	 on	 pienennettävä	 tai	 näytettä	 laimennettava.	 (Flow	 Cytometry	Manual	2000,	Marie	ym.	2005)	Tyypillinen	näytteen	virtausnopeus	on	50–100	µl/min	(Marie	ym.	2005),	kun	tässä	 tutkimuksessa	 virtausnopeus	 oli	 12–60	 µl/min.	 Voidaan	 siis	 sanoa,	 että	näytteen	virtausnopeus	on	ollut	riittävän	matala.		
2)	Valon	siroamiseen	vaikuttavia	tekijöitä	ovat	solukalvon	rakenne,	tuma	ja	kaikki	solun	 sisällä	 olevat	 rakeiset	 rakenteet.	 Solun	 muoto	 ja	 sen	 pinnan	 muoto	
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vaikuttavat	myös	valon	 siroamiseen.	 (Flow	Cytometry	Manual	2000)	Solun	pinta	on	 voinut	 olla	 röpelöinen,	 jolloin	 se	 on	 saatettu	 tulkita	 oikeaa	 kokoaan	pienemmäksi.	Tämä	ei	kuitenkaan	selitä	alhaisia	lukumäärä/ml	lukemia.		
3)	 Jos	 kaksi	 solua	 kulkee	 liian	 lähekkäin,	 ne	 rekisteröidään	 yhdeksi	 isommaksi	soluksi.	Tämän	välttämiseksi	virtauksen	nopeutta	voidaan	säätää	pienemmäksi	tai	näytettä	 voidaan	 laimentaa	 (Givan	 2001).	 Tämä	 tekijä	 on	 voinut	 olla	 syy	 siihen,	miksi	virtaussytometrilla	saadut	lukumäärät/ml	ovat	olleet	jopa	kymmenen	kertaa	pienempiä	 kuin	 epifluoresenssimikroskoopilla	 saadut	 lukumäärät/ml.	Epifluoresenssimikroskoopilla	 voidaan	 erottaa	 yksittäisiä	 soluja	 kolonioista,	virtaussytometrilla	 ei.	 Se	 voi	 myös	 selittää	 miksi	 epifluoresenssimikroskoopilla	lasketut	 solujen	 pinta-alalukemat	 (mm2)/ml	 korreloivat	 positiivisesti	virtaussytometrilla	laskettujen	lukumäärä/ml	-tulosten	kanssa.			4)	 Alle	 1	ml:n	 näyte	 on	 liian	 pieni	määrä	 havainnoimaan	 isompia	 ja	 vähemmän	tiiviitä	 kasviplankton	populaatioita,	 kuten	dinoflagellaatteja	 ja	 piileviä	 (Robinson	ym.	 1999).	 Tässä	 tutkimuksessa	 menetelmällä	 kuitenkin	 havainnoitiin	pikosyanobakteereja,	jotka	ovat	pieniä.			5)	 Fluoresoivien	 ’’helmien’’	 (beads)	 käyttö	 näytteen	 seassa	 auttaa	 arvioimaan	virtauksen	tasaisuutta	 ja	normalisoimaan	solujen	sirontaa	ja	fluoresenssia	(Marie	ym.	2005).	Tässä	tutkimuksessa	’’helmiä’’	ei	käytetty	näytteen	seassa.		6)	 Solujen	 ryhmittelyyn	 ja	 laskemiseen	 käytetty	 Flow	 Cytometry	 Express	 4	 -ohjelma	on	voinut	jättää	alhaisen	PE-pitoisuuden	omaavat	solut	huomiotta.		Edellä	 mainittujen	 seikkojen	 perusteella	 voidaan	 olettaa,	 että	 näytteen	virtausnopeus	 on	 ollut	 sopiva	 (12–60	 µl/min)	 eikä	 siis	 liian	 korkea.	 Sen	 sijaan	näyte	 on	 voinut	 olla	 liian	 tiheä,	 jolloin	 solut	 ovat	 voineet	 päästä	 kulkemaan	virtauskammiossa	 liian	 lähekkäin,	 ja	monta	 solua	 on	 tulkittu	 yhdeksi	 isommaksi	soluksi	 (Givan	 2001).	 FCS	 Express	 4	 -ohjelma	 on	myös	 voinut	 jättää	 laskematta	osan	 PE:ä	 sisältävistä	 soluista.	 Vastaisuudessa	 näyte	 voitaisiin	 esisuodattaa	esimerkiksi	 2	 µm:n	 tai	 isompaa	 suodatinta	 käyttäen.	 Tällä	 voitaisiin	 myös	
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varmistaa,	 että	 virtauskammio	 ei	 pääse	 tukkeutumaan	 isompien	 levien	 kulkiessa	sen	läpi	(Givan	2001).	Virtaussytometrin	 ja	mikroskoopin	välistä	 eroa	voitaisiin	 selvittää	 tutkimalla	samankokoisia	näytteitä	(esimerkiksi	<	2	µm).	Referenssinäytteeksi	voidaan	valita	esimerkiksi	tässä	tutkimuksessa	käytetty	Synechococcus	sp.	(CCY9505)	-kanta,	joka	suodatettaisiin	 2	 µm:n	 suodatinta	 käyttäen.	 Mikroskoopilla	 voidaan	 tunnistaa	 jo	melko	 hyvin	 vain	 samalla	 tavalla	 fluoresoivia	 soluja.	 Virtaussytometrissa	 FCS	Express	 4	 -ohjelman	 avulla	 tehtävä	 gate	 (rajattu	 alue)	 on	 sen	 sijaan	muokattava	uudelleen,	koska	se	on	voinut	jättää	osan	PE:ä	sisältävistä	soluista	laskematta.	Kun	gate	on	oikein	rajattu,	ei	tarvitse	keskittyä	solujen	koon	erottelemiseen	eli	voidaan	keskittyä	 yksinomaan	 solujen	 fluoresenssiin.	 Vähemmän	 fluoresoivia	 soluja	voitaisiin	sisällyttää	gate:n	sisälle	niin,	että	myös	ne		rekisteröityisivät.		
4.4	Pikosyanobakteerien	ja	muiden	PE:ä	sisältävien	levien	havainnointi	
Itämerellä			FlowCamilla	 kuvattujen	 levien	 (>	 3	 µm)	 biovolyymi	 oli	 läpi	 kesän	2016	 vähäistä	kaikilla	 asemilla	 verrattuna	epifluoresenssimikroskoopilla	 laskettujen	pikosyano-bakteerien	 biovolyymiin	 (Kuva	 34).	 Pikosyanobakteerit	 koostivat	 57	 %	 PE:ä	sisältävän	 kasviplanktonin	 biovolyymistä	 asemalla	 11,	 59	 %	 kasviplanktonin	biovolyymistä	 asemalla	 17	 ja	 67	 %	 kasviplanktonin	 biovolyymistä	 asemalla	 22.	Pikosyanobakteerit	koostivat	vuosina	1997	 ja	2006	Itämerellä	ylimmässä	20	m:n	vesikerroksessa	 suuren	 osan	 (40–50	 %)	 kasviplankton	 hiilibiomassasta	 (Hajdu	ym.	 2006).	 Kolonneja	 muodostavien	 pikosyanobakteerien	 suuret	 lukumäärät	voivat	johtua	niiden	kyvystä	ottaa	ravinteita	käyttöön	tehokkaasti	pienen	kokonsa	ansiosta	(Andersson	ym.	1994).	Rihmamaisten	 syanobakteerien	 ja	 yksisoluisten	 pikosyanobakteerien	esiintymisten	 välillä	 on	 havaittu	 yhteys	 (Hajdu	 ym.	 2006),	 jonka	 on	 esitetty	johtuvan	siitä,	että	typpeä	sitovista	syanobakteereista	vuotaa	typpeä	ympäristöön	pikosyanobakteerien	käytettäväksi.	Tässä	työssä	rihmamaisten	syanobakteerien	ja	pikosyanobakteerien	 esiintymisen	 välillä	 ei	 löydetty	 selvää	 yhteyttä.	Rihmamaisten-	 ja	 pikosyanobakteerien	 esiintyminen	 oli	 runsainta	 22.6.–6.7.	
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Lisäksi	 rihmamaisia	 syanobakteereja	 esiintyi	 paljon	 asemalla	 11	 aikavälillä	 3.8.–24.8.	ja	pikosyanobakteereja	kaikilla	asemilla	aikavälillä	20.7.–10.8.	Muiden	kasviplanktonien	vähäinen	biovolyymi	suhteessa	pikosyanobakteerien	biovolyymiin	 voi	 selittyä	 niiden	 vertikaalisella	 jakautumisella	 merivedessä.	
Dinophysis	 spp.	 esiintyy	 suurimmaksi	 osaksi	 10–20	 m:n	 syvyydellä	 (Hajdu	 ym.	2006).	 M.	 rubrum	 puolestaan	 esiintyi	 kahdessa	 vesikerroksessa,	 5–20	 m:n	syvyydellä	 ja	 25–40	 m:n	 syvyydellä	 (Hajdu	 ym.	 2006).	 Pikosyanobakteereja	esiintyi	 enimmäkseen	 0–10	 m:n	 syvyydellä,	 mutta	 niitä	 esiintyi	 myös	 20	 m:n	syvyyteen	 saakka	 (Hajdu	 ym.	 2006).	 Itämerellä	 piilevät	 ja	 panssarisiimalevät	dominoivat	 kasviplanktonyhteisöä	 ja	 -tuotantoa	 keväisin,	 koska	 silloin	 vesien	lämpötila	 on	 matala	 ja	 ravinteita	 on	 paljon	 käytössä	 (Andersson	 ym.	 1994,	Gorokhova	 ym.	 2004).	 Niiden	 etuna	 on	 kyky	 säilöä	 ravinteita	 soluihinsa	(Andersson	 ym.	 1994).	 Eukaryoottinen	kasviplankton	 ja	 pikosyanobakteerit	 (<	 3	µm)	dominoivat	tuotantoa	toukokuussa	ja	kesä–syyskuussa	(Johansson	ym.	2004).	PE-fluorometreista	 saadun	 fluoresenssisignaalin	 ja	 FlowCamilla	 kuvattujen	levien	 biovolyymin	 välillä	 ei	 havaittu	 korrelaatiota	 (Kuva	 34).	 Eroavaisuutta	esiintyi	 lähinnä	elokuun	 lopussa.	 FlowCamilla	 saatua	 levien	biovolyymiä	voidaan	jatkossa	 käyttää	 referenssiaineistona	 isompien	 kasviplanktonlajien	 määrän	arvioimiseen	yhdessä	PE-fluorometreillä	rekisteröityjen	signaalien	kanssa.			
4.4.1	FlowCamilla	havaittava	PE:ä	sisältävä	isompi	kasviplankton		Tämän	 tutkimuksen	 tuloksissa	 esiintyy	 virheellisyyttä	 FlowCam-kameran	epätarkkuuden	 vuoksi	 (Kuva	 33).	 Pikseleitä	 on	 pienissä	 kuvissa	 vähän,	 jolloin	pienimmistä	 soluista	 otetuissa	 kuvissa	 pikseleitä	 saattoi	 olla	 vain	 4	 kappaletta.	Tällöin	 soluja	 oli	 hyvin	 vaikea	 tai	 mahdoton	 luokitella	 mihinkään	 kategoriaan.	Luultavasti	 tämän	 takia	 varsinkin	 osa	 pienistä	 nielulevistä	 (Cryptophyceae)	 jäi	tunnistamatta.	Solut	voivat	myös	kulkea	missä	asennossa	tahansa,	kun	ne	kulkevat	kyvetin	 läpi.	 Ongelmia	 esiintyy,	 jos	 solu	 on	 kääntynyt	 90°	 verrattuna	 toiseen	kuvaan,	 jolloin	 se	 voi	 näyttää	 pyöreältä	 tai	 soikealta,	 mikä	 vaikeutti	 varsinkin	soikeina	 tunnettujen	 nielulevien	 tunnistamista.	 Osa	 kuvista	 oli	 myös	 hyvin	epätarkkoja,	 vaikka	 solut	 olivatkin	 isoja.	 Tällöin	 solu	 on	 luultavasti	 liikkunut	
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lasilinssin	toista	reunaa	pitkin	eikä	keskellä	 lasia,	mihin	kamera	on	fokusoitu.	On	myös	 mahdollista,	 että	 kameraa	 ei	 ole	 fokusoitu	 alussa	 tarpeeksi	 hyvin,	 jolloin	suurin	osa	kuvista	on	ollut	epätarkkoja,	mikä	on	vaikeuttanut	tunnistusta.		Pumpun	 virtausnopeus	 ei	 saa	 olla	 liian	 suuri,	 koska	 tällöin	 on	 vaara,	 että	partikkeleista	saadut	kuvat	ovat	epäselviä.	Nopeus	ei	myöskään	saa	olla	liian	hidas,	ettei	 useampi	 partikkeli	 tulisi	 kuvatuksi	 samaan	 aikaan.	 (Natunen	 ym.	 2017)	Sopiva	 virtausnopeus	 kuvattaessa	 x100	 suurennoksella	 on	 0,12–0,53	 ml/min	(Alvarez	 ym.	 2011).	 Tässä	 työssä	 näytteen	 virtausnopeus	 oli	 0,27	 ml/min	 eli	virtausnopeus	on	ollut	sopiva.		Alvarez	 ym.	 (2011)	 käyttivät	 tutkimuksessaan	 vuoden	 2008	 FlowCam	 VS4	 -sarjaa.	 He	 käyttivät	 kolmea	 eri	 suurennosta	 ja	 arvioivat,	 mikä	 suurennos	 sopii	parhaiten	minkäkin	kokoisten	partikkeleiden	kuvantamiseen.	Suurennokset	olivat	×200,	×100	ja	×40,	 ja	vastaavat	partikkelikoot	olivat	3–50	μm,	15–100	μm	ja	30–300	 μm	 (Alvarez	 ym.	 2011).	 Tässä	 työssä	 käytettiin	 x100	 suurennosta,	 jolloin	pienemmistä	 kasviplanktonsoluista	 otetut	 kuvat	 olivat	 epäselviä.	 Olisi	 ollut	mahdollista	käyttää	x200	suurennosta,	mutta	silloin	näytteiden	ajoaika	olisi	ollut	huomattavasti	pidempi.		Tässä	 työssä	 FlowCamilla	 otetuissa	 kuvissa	 havaittiin	 myös	 rihmamaisia	syanobakteereja,	mihin	voivat	olla	syynä:		1)	 Rihmamaiset	 syanobakteerit	 kulkevat	 kyvetin	 läpi	 samaan	 aikaan	 PE:ä	sisältävän	solun	kanssa,	jolloin	kuva	otetaan	molemmista	soluista.	Ohjelma	 määrittelee	 jokaiselle	 näytteen	 solulle	 fluoresenssiarvon,	 joka	voidaan	löytää	output	tiedostosta	kanava	2	Peak	kolumnista.	(Natunen	ym.	2017).	Partikkelit,	 joita	 ei	 löydetä	 halutulta	 alalta,	 ovat	 luultavasti	 tulleet	 kuvatuksi	samaan	aikaan	fluoresoivan	partikkelin	kanssa.	(Natunen	ym.	2017).		2)	Rihmamaiset	syanobakteerit	sisältävät	PE	pigmenttiä,	vaikka	on	väitetty	että	ne	eivät	sisällä.	Seppälä	(2009)	havaitsi,	että	fluoresenssin	perusteella	N.	spumigena	ja	
Aphanizomenon	sp.	 eivät	 sisällä	 PE:ä.	Monen	Nostoc-kannan	 tiedetään	 sisältävän	fykoerytriiniä	yllättävän	korkeina	pitoisuuksina	(Moreno	ym.	1995).		
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3)	 Rihmamaiset	 syanobakteerit	 sisältävät	 fykoerytrosyaniinipigmenttiä	 (Bryant	1982).	 Fykoerytrosyaniinipigmentin	 aallonpituusalue	 (570–625	 nm)	 (Bryant	1982)	on	hyvin	 lähellä	PE-pigmentin	aallonpituusaluetta	 (490–575	nm)	(Seppälä	2009).	 Fykoerytrosyaniinipigmenttiä	 on	 havaittu	 rihmamaisilta	 syano-bakteereilta,	 Bryant	 (1982)	 havaitsi	 Anabaena-kannan	 sisältävän	 fykoerytro-syaniinipigmenttiä.		Fykoerytrosyaniinipigmenttiä	 sisältäviä	 rihmamaisia	 syanobakteeriviljelmiä	voisi	 koittaa	 kuvata	 FlowCamilla	 ja	 katsoa,	 tulevatko	 ne	 kuvatuksi	 PE	 trigger-asetuksella.		
4.5	Päätelmät		Tässä	 työssä	 oli	 tarkoitus	 selvittää,	 voidaanko	 kaupallisia	 ja	 jatkuvatoimisia	 PE-fluorometreja	 käyttää	 Itämeren	 PE:n	 vaihteluiden	 mittaamiseen.	 Uudet	 PE-fluorometrit	 (Chelsea	 &	 TriOS)	 olivat	 ensimmäistä	 kertaa	 käytössä	jatkuvatoimisina	 mittaajina	 kesällä	 2016.	 PE-fluorometrit	 mittasivat	 selvästi	samasta	 lähteestä	 peräisin	 olevaa	 PE-signaalia,	 eivätkä	 ne	 saanet	 virhelukemia	muista	 levien	pigmenteistä.	Laitteiden	mittausaallonpituusalueet	sijaitsevat	myös	hyvin	lähellä	toisiaan,	ja	niiden	herkkyysalue	on	yhtä	laaja.	Odotetusta	poiketen	spektrofluorometrilla	mitattu	fluoresenssi	ei	korreloinut	laivaan	 asennetuista	 PE-fluorometreista	 saadun	 ulostulosignaalin	 kanssa.	Aiemmassa	 tutkimuksessa	 näiden	 kahden	 laitteen	 signaalien	 välillä	 oli	 havaittu	korrelaatiota	 (Gaughan	 ym.	 2015).	 Syy	 tähän	 voi	 olla	 näytteiden	 säilömiseen	 ja	kuljetukseen	 kulunut	 aika,	 jolloin	 PE-pigmentit	 ovat	 päässeet	 vähenemään	soluissa.	Aiemmassa	tutkimuksessa	vesinäytteet	kerättiin	pienemmältä	alueelta	ja	aikaväliltä	Itämereltä	(Gaughan	ym.	2015).	Tässä	tutkimuksessa	tutkimusalue	ja	-aika	olivat	laajempia.	Spektrofluorometrin	avulla	ei	siis	voitu	osoittaa	kuinka	suuri	osa	 PE-fluorometreista	 saatavasta	 signaalista	 on	 peräisin	 pikofraktiosta/		suuremmista	 levistä.	 Jatkotutkimuksessa	 näitä	 kahta	 menetelmää	 voitaisiin	vertailla	 keskenään	 keräämällä	 näytteet	 pienemmältä	 alueelta	 Itämereltä	 ja	mittaamalla	 ne	 spektrofluorometrilla	 mahdollisimman	 pian	 keräämisen	 jälkeen,	mieluiten	heti	laivassa.	
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Tässä	 tutkimuksessa	 epifluoresenssimikroskoopilla	 tehtyä	 solulaskenta-menetelmää	 saatiin	 kehitettyä	 eteenpäin.	 Käytettävissä	 oli	 Las	 Image	 Analysis	 -ohjelma,	mikä	 laski	 vain	 tiettyyn	 väriryhmään	 kuuluvat	 solut,	 jolloin	 vain	 tietyn	pigmentin	 omaavat	 solut	 tulivat	 lasketuksi.	 Ohjelman	 etuna	 oli,	 että	 se	 laski	jokaisen	 näytteenottopäivän	 ja	 -aseman	 solut	 täsmälleen	 samoilla	 asetuksilla,	mihin	ihmissilmä	ei	pysty.	FlowCam-kameran	trigger-asetuksella	kuvaamalla	voitiin	osoittaa	mitkä	solut	sisältävät	 fykoerytriiniä.	 Yllätykseksi	 rihmamaiset	 syanobakteerit	 tulivat	 myös	kuvatuiksi,	 joten	 niissä	 mahdollisesti	 oleva	 fykoerytriini/fykoerytro-syaniinipigmentti	 on	 huomioitava	 jatkotutkimuksissa.	 Jatkotutkimuksessa	fykoerytrosyaniinipigmenttiä	 sisältäviä	 rihmamaisia	 syanobakteeriviljelmiä	 voisi	koittaa	 kuvata	 FlowCamilla	 ja	 katsoa,	 tulevatko	 ne	 kuvatuksi	 PE	 trigger-asetuksella.	Virtaussytometrilla	 saatiin	 hyvin	 alhaisia	 solulukemia	 verrattaessa	epifluoresenssimikroskoopilla	 laskettuihin	 solulukemiin,	 joten	menetelmä	 kaipaa	vielä	 jatkotutkimuksia.	 Mikroskoopilla	 voidaan	 tunnistaa	 jo	 melko	 hyvin	 vain	samalla	tavalla	fluoresoivia	soluja.	Epifluoresenssimikroskopialaskennat	vastaavat	paremmin	 aiempia	 tutkimustuloksia	 kuin	 virtaussytometrilla	 saadut	 tulokset	(Kuosa	1991).	Virtaussytometrin	 ja	mikroskoopin	välistä	 eroa	voitaisiin	 selvittää	tutkimalla	vain	samankokoisia	näytteitä	(esimerkiksi	<	2	µm:n).	Näytteen	suodatus	myös	 ehkäisisi	 monen	 solun	 kulkemista	 virtauskammiossa	 samaan	 aikaan.	Virtaussytometrissa	 FCS	 Express	 4	 -ohjelman	 avulla	 rajattu	 gate	 on	muokattava	uudelleen,	 koska	 se	 on	 tässä	 tutkimuksessa	 voinut	 jättää	 osan	 PE:ä	 sisältävistä	soluista	laskematta.	Ristiriitaisten	 tutkimustulosten	 valossa	 PE-fluorometreja	 ei	 voida	 yksinään	käyttää	 PE	 sisältävän	 kasviplanktonin	 havainnointiin.	 Pikosyanobakteerien	määrän	 arvioimisessa	 onkin	 hyvä	 käyttää	 tukena	 vanhaa,	 mutta	 luotettavaa	epifluoresenssimikroskooppia.		Aiemmat	mittaustulokset	Itämereltä	(Seppälä	ym.	2007)	ovat	osoittaneet,	että	kun	 klorofyllifluoresenssia	 mitataan	 yhdellä	 aallonpituudella,	 sen	 tulokset	 eivät	korreloi	 laboratoriossa	 mitattujen	 a-klorofyllipitoisuuksien	 kanssa	 silloin,	 kun	syanobakteerikukinta	on	käynnissä.	Elävissä	syanobakteereissa	a-klorofyllisignaali	havaitaan	vain	heikosti,	joten	a-klorofyllifluoresenssiin	on	lisättävä	fykosyaniinista	
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saatava	 fluoresenssi	 oikean	 klorofyllipitoisuuden	 varmistamiseksi	 (Seppälä	 ym.	2007,	 Seppälä	 2009).	 Klorofyllipitoisuuden	 mittaustarkkuutta	 voitanee	 vielä	parantaa	 lisäämällä	 mittaustulokseen	 PE-fluorometrista	 saatava	 signaali,	 koska	useilla	 PE:ä	 sisältävillä	 syanobakteereilla	 on	 alhainen	 klorofyllikonsentraatio	(Seppälä	 2009).	 Tätä	 ei	 kuitenkaan	 tehty	 vielä	 tässä	 työssä,	mutta	 tästä	 tehdään	seuraavat	jatkotutkimukset.			
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